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Uber die Wirkung des Histozyms auf die Homologen 





140 Hippursaure. 
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on Nach Schmiedeberg!) ist das Histozym am reichlichsten 
in den Nieren des Schweins und der Leber des Hundes ent- 
ai halten; Minkowski?) fand dieses Ferment in der Leber, der 
294 Milz, den Muskeln und dem Blute des Hundes, dem Blute des 
Kaninchens und des Hornviehs zwar nicht, aber bestitigte 
24 Schmiedebergs Angaben iiber die Gegenwart des Histozyms : 
™ in den Nieren, der Leber, den Muskeln und dem Blute des 
259 Schweins. In der Folge wurde dieses Ferment im Blute und 
261 in den Nieren des Kaninchens*), in der Leber des Ochsen%), 
ats in den Geweben der Bauchspeicheldriise®) gefunden, wihrend 
O78 das gereinigte Trypsin auf die Hippursdure nicht wirkt.*) 
282 Histozym ist auch in Aspergillus niger’) und andern Pilzen') 


und in Bakterien*) gefunden worden. 





1) O.Sechmiedeberg, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 14, S. 382 (1881). 

?) O. Minkowski, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 17, S. 445 (1888). 

*) A. van de Velde u. B. J. Stokvis, Arch. fiir exper. Pathol. 
i Bd. 17, S. 208 (1883). 


ard *) M. Jacoby, Diese Zs. Bd. 30, 8S. 168 (1900). 

on, °) M. Nencki, nach den Versuchen von E. Blank u. A. Panowa, 
Au Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 20, S. 367, 376 (1886). 

1G: *) W. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 27, S. 551 (1899). 

nm, 1) J. Nikitinski, Jahrb. f. wiss. Botan. Bd. 40, S. 1 (1904); 
1 (2) K. Shibata, Hofm. Beitr. Bd. 5, S. 392 (1904). 

st *) A. W. Dox, JL. of Biol. Chem. Bd. 6, S. 461 (1909); St. Bierema, 
wa, C. Bakt. [2] Bd. 28, S. 709 (1909); O. Hagem, Videnskalbs-Selbskabets 
‘ich Skrifter, I. math.-naturw. Kl. 1910, Nr. 4; A. Kossowiez, Zs. Girungs- 
V8 phys. I. Bd. 60, S. 121, 317 (1912); Bd. 2, S. 51, 81 (1912). 

2 *) B. J. van Tieghem, Compt.rend. Bd.58, S.210(1864); W. Schell- 
nn, mann, Uber hippursiiurezersetzende Bakterien. Diss. Gottingen, 1902; 
elm Y. Seo, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 58, S. 440 (1908). 
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Das Histozym ist keineswegs ein spezifisches Ferment, 
welches bloB die Hippursiure spaltet, denn es ist festgestelit, 
daB es auch das «-Benzoylalanin, besser das rechts- als das 
linksdrehende, zu hydrolysieren vermag, aber beide schwicher 
als die Hippursiure'); auch darf es nicht als ein Ferment an- 
gesehen werden, welches speziell die Benzoylderivate der 
Aminosiuren spaltet, da Histozympraparate das Acetylglycin®), 
die Pyromucursaiure, d.’h. eine Verbindung von Furfurol und 
Glykokoll %), Glykochol- und Taurocholsaure (s. w. unten) spalten. 
In Anbetracht dessen, daB die Eigenschaft des Gewebes, die 
Lipopeptiden*), welche weder durch Trypsin, Pepsin noch durch 
natiirlichen Magensaft zersetzt werden, zu spalten, besonders 
scharf im Saft der Nieren, auch in demjenigen aus andern 
Organen, wenn auch schwicher, hervortritt, bin ich geneigt, 
der Wirkung des Histozyms die Spaltung des Butyrylglycins, 
des Butyrylalanins, des Laurylglycins, des Laurylalanins und 
des Laurylalanylglycins®) zuzuschreiben. 

Auf Grund der mitgeteilten Tatsachen kénnte das Histozym 
der Gruppe der Peptasen zugezahlt werden, da dessen Funktion 
auch in der Auflésung der Bindung zwischen —NH und CO— 
— hbesteht; das Erepsin des Darms ist aber nicht imstande, 
die Hippursiure zu spalten®), infolgedessen das Histozym mit 
den Peptasen nicht identifiziert werden darf. Auch in die 
Gruppe der Lipasen gehért es nicht, da Tribenzoicin durch 
das Histozym nicht hydrolysiert wird’); auch vom Ferment, 
welches Harnsiure ®) zersetzt, unterscheidet es sich. Das Histozym 


1) N. Mutch, J. of Physiol. Bd. 44, S. 176 (1912). 

*) A. W. Dox u. R. E. Neidig, Diese Zs. Bd. 85, S. 68 (1913): 
A. W. Dox und W. E. Ruth, Biochem. Bull. Bd. 3, S. 23 (1913). 

5) A. W. Dox, Biochem. Bull. Bd. 2, S. 407 (1913). 

4) §. Bondi u. Th. Frankel, Biochem. Zs. Bd. 17, S. 553 (1909): 
S. Bondi und F. Eissler, Biochem. Zs. Bd. 23, S. 510 (1909). 

5) J. A.Smorodinzew, Journ. d. Russ. Chem, Ges. Bd. 51, 8. 156 
(1919). 

6) O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 52, S. 526 (1907); H. Euler. 
Biochem. Zbl. Bd. 6, S. 663 (1907). 

7) M. Nencki, nach den Versuchen von E. Blank u. A. Panowsa. 
Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 20, S. 367, 876 (1886). 

8) A. Kossowicz, Zs. f. Girungsphys. I, S. 123 (1912). 
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ist ein eigentiimliches Ferment, welches zur Gruppe der Ami- 
dasen im weiteren Sinne gehdért, welche die Bindung zwischen 
( und N unmittelbar aufheben, einer Gruppe, welche neben 
andern Fermenten die Pepsinasen, Tryptasen und Peptasen 
umfaBt, und in welcher das Histozym eine selbstaindige Stellung 
einnimmt in Anbetracht seiner klar ausgepraigten Kigenschaft, 
nur die Acylderivate der Aminosiiuren zu zersetzen. Infolge- 
dessen wiirde ich es fiir zweckmiéBig halten, im Einklang mit 
der heutigen Nomenklatur der Fermente, das Histozym Amino- 
acylase zu benennen.’) 


I. Untersuchungsmethodik. 


Die Priparate des Histozyms aus verschiedenen Organen 
von Hunden, Schweinen, Kiihen und Pferden, mit welchen die 
unten zu beschreibenden Versuche ausgefiihrt wurden, bereiteten 
wit auf folgende Weise: das Organ wurde méglichst bald nach 
der Entfernung aus dem Kérper durch die GefaiBe mit phy- 
siologischer Kochsalzlésung gewaschen, in der Fleischhack- 
maschine zerkleinert und 3—4 Tage lang mit 10 Vol. Alkohol 
extrahiert. Nach dem Abfiltrieren des Alkohols trocknete man 
das Priparat an der Luft, extrahierte es im Soxhletschen 
Apparat mit Ather und siebte es durch. Jedes Gramm des 
Fermentpraparats entsprach durchschnittlich 7 g des frischen 
Organs. 

Zu einem jeden Versuch nahm man 20 cem Fiissigkeit 
mit verschiedenem Gehalt an Ferment und Substrat und 5 ccm 
Toluol (oder irgendeines andern Antisepticums) in einem 
0 com fassenden Kolben aus blauem (Jena-) Glas, verschloB 
diesen mit einem Pfropfen, iibergoB letzteren mit Paraffin und 
stellte den Kolben in den Thermostat bei 39° unter éfterem 
Umschiitteln. Nach einer bestimmten Zeit wurden zu jedem 
Kolben je 5 com einer 5°/,igen waBrigen Sublimatlésung zu- 
sesetzt und dessen Inhalt vorsichtig bis zum Kochen gewarmt. 
Nachdem die Flissigkeit abgekihlt war, filtrierte man 20 ccm 
ab, siuerte diese Portion mit Salzsiure bis zur Reaktion auf 





') I. A. Smorodinzew, Journ. d. Russ. Chem. Ges. Bd. 51, S. 156 
1919). 


g* 
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Congo an und extrahierte sie 4mal durch je 5 Minuten langes 
Umschiitteln mit 20 ccm Petroleumither (Siedep. 60°) in 
Teilungstrichter. Die vier Atherausziige wurden vereinict, 
behufs Vernichtung des Gels mit einer kleinen Menge Alkohol 
versetzt, mit 20 com Wasser gewaschen und durch ein trockenes 
Filter in einem gewogenen Kolben filtriert. Den Ather trieh 
man mittels eines trocknen Luftstroms ab, leitete mit Hilfe 
einer Saugpumpe durch H,SO, getrocknete Luft hindurch, lief 
die Kolben iiber Nacht im Exsiccator und wog sie am fol- 
genden Tage. Zur Kontrolle wurde vielfach der Schmelzpunkt 
der nadelférmigen Krystalle der Benzoesiure, die nach dem 
Verdampfen des Athers zuriickbleibt, bestimmt; derselbe erwies 
sich = 121—122°. 


II. EinfluB der Autolyse auf die Aktivitat des Histozyms. 


Unter dem Einflu8 der Autolyse wird die Aktivitit des 
Histozyms merklich geringer: aus einer Schweineniere, die auf 
obenbeschriebene Weise 24 Stunden nach dem Tode des Tieres 
behandelt worden war, erhielt man ein weniger aktives 
Praiparat (II) im Vergleich mit dem von der andern Niere 
desselben Tieres erhaltenen, die unmittelbar nach der Ent- 
fernung aus dem Kérper des Schweins (I) derselben Behandlung 
unterworfen wurde. 


Tafel IL. 
0,31 g hippursauren Natriyms + 0,8 g des Fermentpriparats; Dauer 
5 Tage bei 39°. 








N Menge der ab- N Menge der ab- 
gespalteten | **™ gespalteten 
der e der eid 
Benzoesdure Benzoesiiure 
Vers. . Vers. aoa 
zi 8 | °/o . eS. De | "lo 
1 Histozym | 0,0401 | 21,3] 4 ; 0,0053 | 2,8 
| Histozym 
aus einer : 
nichtauto- | penta | 
2 0.0391 | 20,8 | 5 | autolysiert.| 0,0048 | 2.6 
lysierten | ; | 
; | Schweine- 
Schweine- | ; 
‘ Mis niere (IT) 
3 niere (I) | 0,0015 | 0,8] 6 0,0012 0,6 























Zu den Versuchen 3 und 6 wurde ein durchgekochtes Fermentpriparat 
benutzt. 
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: Eine durch die GefaBe mit physiologischer Kochsalzlésung 
ausgewaschene Ochsenniere wurde mit der Fleischhackmaschine 
zerkleinert und mittels einer Handpresse ausgepreBt. Einen 
Teil des dabei erhaltenen Saftes priifte man unmittelbar auf 
Histozym, den andern fallte man mit 4—5 Vol. Aceton, 
trocknete den Acetonniederschlag und extrahierte ihn im 
, | Soxhletschen Apparat mi Ather — das Acetonpraparat des 
| | Histozyms. Die andere Niere unterwarf man derselben Be- 
handlung nach 24 stiindiger Autolyse. 


Tafel II. 


0,179 ¢ Hippursiiure, neutralisiert mit NaOH. Dauer der Versuche 
7 Tage bei 15°. 

















; Menge der ab- Menge der ab- 
Nr. gespalteten me. gespalteten 
} der Benzoesiure | 9 Benzoesiiure 
Vers. Vers. na 
g | % | | ae 
| 7 | 4 cem vom | 0,0086 7,05 | 12 | 4cem vom | 0,0025 | 2,05 
| Saft einer Saft einer 
frischen autolys. 
Ochsenniere Ochsenniere 
8 | Desgl. durch- _— — | 13 | Desgl.durch- — — 
gekocht gekocht 
9 10,48 ¢d.Ace-| 0,0087 7,13 | 14 |0,43gd.Ace-] 0,0080 | 6,56 
tonprip. ein. tonpriparat 
frisch. Niere einer autol. 
entsprechen | Niere 
4cem Saft | 
10 Desgl. 0,0085 | 6,97] 15 |0,26 g dess.} 0,0056 | 4,6 
| Praparats, 
| entspr. 4ccm | 
| Saft) | 
11 | Desgl. durch- _— | — | 16 | Desgl.durch- _ _ 
gekocht | gekocht | 

















Der Saft der autolysierten Ochsenniere enthilt ceteris 
paribus dreimal weniger Histozym als der Saft des frischen 


_ 





‘) Aus der autolysierten Niere wurde 1'/, mal mehr Saft erhalten. 





128 I. A. Smorodinzew, 


Organs. Das Acetonpriparat aus der autolysierten Niere wirkt 
merklich schwicher als das Praparat aus dem frischen Organ. 


III. Loslichkeit des Histozyms. 








Nr. der Vers. 


























Tafel III. 

5g Histozym aus einer Pferdeniere | .}|5 g Histozym aus einer Pferdeniere |j{ 
lieB man wiihrend 24 Stdn. mit 100 cem A man wihrend 24 Stdn. in Eisschray} 
Wasser unter 6fterem Umschiitteln im a unter éfterem Umschiitteln mit 2, 
Kisschrank digerieren. Die abzentri- 2 Hilfte mit Wasser verdiinntein (Gly. 
fugierte Flissigkeit diente zu den Ver- | ,; | cerin digerieren. Die abzentrifugier: 

suchen A Fliissigkeit diente zu den Versuche 
leem Extrakt + 19 cem H,O;) (-22 [22] 2 ccm Extrakt + 18 cem H,O ) 2: 
2, 1 ply -» [EREE .) on 6 Be Cy RE 
“-* » » 6, » aes. , 4 12 (ge: 
5 15 § S195 /10 i gM: 
5 — Lec |26] 0, a ae 





Die Extrakte zu den Versuchen 20 und 25 wurden vorher 
durchgekocht. Nach Verlauf von 7 Tagen wurden nirgends 


Benzoesiurekrystalle gefunden. 


Tafel IV. 


3g Histozym aus einer Pferdeniere wurden wahrend 24 Stdn. im Lis- 
schrank unter 6fterem Umschiitteln mit 75 cem Wasser digeriert. 60 ccm 
der abzentrifugierten Flissigkeit wurden mit 0,6 g hippursauren Natriums 


versetzt und in 3 Portionen geteilt; Dauer 6 Tage. 



































P Menge der ab- Menge der ab- 
me gespalteten Nr. gespalteten 
pi Benzoesiiure | 4° Benzoesiiure 

Vers. Vers. DNS sea > TR 
L | °/o we & : 
27 1) 0,0010 | 1,8 | 30 |, 20 ccm der] 0,0155 12,8 
' | Lésung ent- 
wither sateen’ | halten 0,2 g | 
trakt ent- hippurs. 
ag |} sprechend | 9 oo1e | 10 | 31 }Natr.+2g] 0,0163 | 13,4 
0,8 g des | feuchten 
trocknen | aia ln. 
suapenete | trahierten | 
29 | 0,0 durchgekocht} 32 Organs [0,0 durchgekocht 
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Trotz Schmiedebergs Behauptung scheint das Histozym, 
wenigstens das durch Digerieren mit Alkohol und Ather be- 
reitete, sich in Wasser und wiBrigem Glycerin fast nicht zu 
lésen, wahrend der ungelést gebliebene Rest den gewodhnlichen 
hydrolysierenden Effekt an den Tag legt. Diese Tatsache ist 
eine neue Bestitigung der Bayliss schen Theorie, nach welcher 


re Lif die Fermente ihre Wirkung nur in den festen Phasen ausiiben, 
chrank und in einem Medium, in welchem sie selbst unléslich sind, 
it aur auf das Substrat einwirken.’) 

we IV. Vergleichung des Histozymgehalts verschiedener Organe. 
sUChen 























: Tafel V. 
: 3 2 | ott¢ Meneenntieny Eo 0,28 ¢ a raceme 
38% =! 08g des Fermentpraparats; | 5 wegen z 
oa - Ciaiien 0 Cini = 0,8 g des Fermentpriparats ; 
= > > Dauer 12 Tage 
, —_______—|s epee ‘ 
hed | Menge der s Menge der 
2 abgespalteten | § abgespalteten 
g Benzoesaure g Benzoesiure 
— =} 
. |) ee ee me oe 
33) Kalbs- | 0,0115 6,1 [41]) Skelett- | 0,0817 | 42.8 
34 niere | 0,0 gekocht | — muskeln | 
| | eines Hun- | 
35|| Hunde- | 0,0432 23,0[42|' des I | 0,0 gekocht | — re 
36 niere | 0,0 gekocht' — |43]) Herzmus-/| 0,0354 13,3 | 
| keln eines 
37], Hunde- | 0,0059 3,1 | 44 Hundes | 0,0 gekocht| — 
38 leber I | 0,0 gekocht; — | 45 Hunde- | 0,0587 28,1 
46 lungen | 0,0 gekocht| — 
39]| Hunde- | 0,0041 2,2 1471) Hunde- | 0,0239 12,5 
0 f leber If | 0,0 gekocht | — |48 milz. | 0,0 gekocht | — 























Aus Taf. V und VI ist ersichtlich, daB die gréBte Aktivitit 
in der Spaltung der Hippursiure die Histozympraparate aus 
den Skelettmuskeln des Hundes und den Schweinenieren an 
den Tag legten. Die Hystozympriparate aus der Hundeleber 





') W. M. Bayliss, Jl. of Physiol. Bd. 50, S. 85 (1915). 
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Tafel VI. 

0,2 g hippursauren Natriu : el 
5 em °C “acl oe a 0,2 g hippursauren Natriums: 
= : ee S| 0,8 g des Fermentpriiparats: 
z | 0,5 g des Fermentpriparats; & allie ie Maas 
> Dauer 6 Tage > Be 
bs pantiieninteaidnionn _ . = & — 
c | Menge der oc Menge der 
2 | abgespalteten : abgespalteten 
Sg | Benzoesiiure S |  Benzoesiiure 
_ | Snes. ea > | ee 

| ae | og 0% 
49|) Skelett- II) 0,0064 5,3 |60]) Skelett- II 0,0111 9.1 

mus- | mus- | 
50 keln HI) 0,0132 10,9 | 61 keln II 0,0 gekocht | 
eines | eines | | 

51|) HundesIII 0,0 gekocht | 62}! HundesIII) 0,0243 | 20,0 
52 I) 0,0055 4,5 | 63 Hunde- | Spuren 
53 | Hunde- If) 0,0015 1,2 | 64 leber II 0,0 gekocht 
54 | leber III, 0,0021 41,7 | 65 Hunde- | 0,0202 | 16,6 
55 II} 0,0 gekocht | 66 niere | 0,0 gekocht | 
56 Hunde- | 0,0126 10,4 | 67 Schweine-| 0,0480 | 39,5 
57 niere 0,0 gekocht | 68 niere I 0,0 gekocht | 
58 || Schweine-| 0,0303 25,0 |69])  Pferde- | 0,0231 19,3 
59|f niere I| 0,0 gekocht 70 niere 0,0 gekocht 





(von drei Tieren) offenbarten im Gegensatz zu Schmiedebergs 
Behauptung nur eine sehr schwache Wirkung auf die Hippur- 
siure. Alle von mir untersuchten Organe des Hundes, nicht 
bloB die Niere, wie Minkowski angab, erwiesen sich fahig, 
die Hippursiure zu spalten. Im Hinklang mit Jacobys Beob- 
achtungen und im Gegensatz zu Minkowskis Angaben enthiilt 
die Kalbsniere (Ochsenniere) gleichfalls Histozym. 


V. Wirkung des Histozyms auf die Homologen der Hippursaure. 


Nachdem ich in einer Reihe von Versuchen einige Be- 
dingungen, unter denen das Histozym auf die Hippursiure’) 
wirkt, aufgeklirt hatte, trat ich an die Lisung der fir mich 
interessantesten Frage heran, nimlich an diejenige, wie das Histo- 


1) J. A. Smorodinzew, Jl. d. Russ. Chem. Ges. Bd. 51, 8. 156 (1919). 
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zym sich gegeniiber den Homologen der Hippursiure und ihren 
Stereoisomeren verhilt. 


1. 6-Benzoylalanin 
C,H,;CO-NH-CH,. COOH. 


Das 8-Alanin wurde von mir aus #-Jodpropionsiure be- 
reitet und nach Holms?) Angaben benzoyliert. Der Schmelz- 
punkt meines Praparats erwies sich = 135—136° anstatt 120° 
nach Holm. 

Versuche 71—80. 10 Portionen, von denen jede 0,193 g 
3-Benzoylalanin (*/,, Mol.) enthielt, wurden mit ?/,,/n-NaOH 
neutralisiert und bei Gegenwart von Toluol bei 39° mit je 0,8 g 
Histozym aus der Leber, den Skelettmuskeln und den Nieren 
des Hundes, den Nieren des Schweines und des Pferdes der 
Digestion iiberlassen. Nach 7 Tagen wurden weder in den 
gekochten noch in den ungekochten Portionen Krystalle von 
Benzoesiure angetroffen, folglich spaltet das Histozym das p- 
Benzoylalanin nicht. 


2. d-l-8-Benzoylaminobuttersaure’) norm. 


CH, - CH - CH, - COOH 
. Schmelzp. 155°. 
NH -CO-C,H; 


Versuche 81—90. 10 Portionen von je 0,207 g dieser 
Saure (1/,, Mol.) werden mit 1/,,/n-NaOH neutralisiert, das Vo- 
lumen wurde mit Wasser bis auf 20 ccm gebracht und jede 
Portion mit 0,8 g Histozym aus Nieren von Hunden, Schweinen 
und Pferden, aus der Leber (II) und den Muskeln (II) von 
Hunden versetzt. Nach 6 Tagen erwiesen sich weder in den 
gekochten noch in den ungekochten Portionen Benzoesiure- 
krystalle. 

Versuche 91—96. 6 Portionen von je 0,104 g (1/,, Mol.) 
derselben Siure wurden in 1/,,/n-NaOH aufgelést; das Volumen 
wurde mit Wasser auf 20 com gebracht und in jeden Kolben 


) F. A. Holm, Arch. d. Pharm. Bd. 242, S. 611 (1904). 
*) Das Priparat wurde mir freundlichst von Prof. Dr. W. 8. Gule- 
witsch tiberlassen und durch Krystallisieren aus Wasser gereinigt. 
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je 0,8 g Histozym aus Skelettmuskeln und Nieren des Hundes 
und Schweinenieren zugesetzt. Nach 5 Tagen waren nirgends 
Krystalle von Benzoesiure zu gewahren. 


3. Benzoylaminoisobuttersiure.) 
CH, NH-CO-C,H; 
cH,>° COOH. 

Versuche 97—100. 4 Portionen zu je 0,276 g (#/,, Mol, 
dieser Siure wurden mit NaOH neutralisiert und mit 0,8 ¢ 
Histozym aus Pferde- und Schweinenieren vermischt. Nach 
7 Tage langem Digerieren mit Toluol bei 39° erwiesen sich keine 
Benzoesaurekristalle darin. 

Versuche 101—108. 8 Portionen zu je 0,104 g (3/,, Mol. 
derselben Siure neutralisierte man mit NaOH, lieB sie mit je 
0,8 g Histozym auf Hundemuskeln und -nieren, Schweine- und 
Pferdenieren 15 Tage lang digerieren und erhielt dasselbe Re- 
sultat, folglich spaltet das Histozym weder die racemische 
8-Benzoylaminbuttersiure noch die Benzoylaminoisobuttersiure. 


4. d-a-Benzoylaminobuttersiure norm.?) 
_NH - CO + C,H; 
COOH 

Somit wird die d-a-Benzoylaminobuttersiure durch Muskel- 
und Nierenhistozym gespalten, wihrend ein auf analoge Weise 
bereitetes Praiparat aus Lebern auf dieselbe keine Wirkung 
ausiibt, wie iibrigens auch auf die Hippursiure. Die bei der 
Bestimmung des Schmelzpunktes abgeschiedenen Krystalle 
zeigten deren Identitit mit der Benzoesaéure. Ich kann nicht 
sagen, daB meine Histozympriparate auf diese Verbindung eine 
bedeutend schwichere Wirkung ausiiben als auf die Hippur- 
sauren. 


CH, - CH, - CH - Schmelzp.110—111°. 8. Taf. VILu. VIII. 


5. l-a-Benzoylaminobuttersaure. Schmelzp. 110—111". 


Versuche 125—128. 8 Portionen zu je 0,104 g (#/,, Mol.) 
/-¢-Benzoylaminobuttersiure neutralisierte man mit NaOH, lieb 


1) Das Priiparat wurde mir freundlichst von Prof. Dr. W. S. Gule 
witsch itiberlassen und durch Krystallisieren aus Wasser gereinigt. 
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Tafel VIL. 


3 12 Portionen zu je 0,27 g (*/s) Mol.) dieser Verbindung, neutralisiert mit 
1), n-NaOH, mit Wasser bis auf 20 ccm verdiinnt + 0,8 g Ferment + 5 cem 
Toluol. Dauer 8 Tage. 





















































Menge der Menge der 
7 Histozym | @bgespalteten _ Histozym | abgespalteten 
der — Benzoesiiure - aus Benzoesiure 
Vers. Vers 
oe eS Oe ee 
109 | Hundeleber | 115 | Schweine- | 
1 0,0016 | 1,3 niere I 0,0108 8.9 
110 | Desgl., ge- | 116 | Desgl., ge- 
kocht Spuren kocht 0,0 
‘ 111 | Hundemus- 117 Pferde- 
; keln III | 0,0211 | 17,3 niere 0,0178 | 14,6 
112 | Desgl., ge- | 118 | Desgl., ge- l 
kocht 0,0 | kocht |0,0013 1,1 
, 113 | Hunde- | 119] Hunde- | 
nieren 0,0189 | 15,5 leber IL | 0,0015 | 1,2 
114 | Desgl., ge- 120] Desgl., ge- 
kocht 0,0 kocht 0,0 
Tafel VIL. 
- 8 Portionen zu je 0,104 g (*/,, Mol.) derselben Verbindung, neutralisiert 
mit NaOH, lie8 man bei Gegenwart von 0,3°/, NaF 6 Tage lang mit 
: 0,8 g des Ferments digerieren. 
: Menge der Menge der 
= Histozym abgespalteten vi Histozym | abgespalteten 
wre aus Benzoesiure | °° wen Benzoesiiure 
Vers. Vers. 
2 #§ | “lo _.. | Me, 0 4 
121 Hunde- 125 | Schweine- | : . 
nieren 0,0092 15,0 nieren 0,0063 10,3 ie 
+e: 
122 | Desgl., ge- 126 | Desgl., ge- ae 
: kocht _ kocht — _ A 
123 |Hundeskelett- 127] Pferde- | 
muskeln | 0,0085 | 13,9, nieren | 0,0076 | 12,4 
124 | Desgl., ge- 128] Desgl., ge- 
kocht — _ kocht —_— | — 
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sie 6 Tage lang mit je 0,8 Histozym aus den Nieren yon 
Pferden, Schweinen und Hunden und Hundemuskeln digerieren. 
dabei erfolgte keine Abspaltung von Benzoesiure, folglich fehlt 
dem Histozym die Fahigkeit, auf den Antipoden der rechten 
«-Benzoylaminobuttersiure eine Wirkung auszuiiben. 


6. /-Benzoylleucin. 
CH, NH-CO-C,H 
->CH- CH, - CH sii 
CH,~ litte 
Das /-Benzoylleucin bereitete ich im Verein mit Fr. L. K. 
Smorodinzewa nach E. Fischers Angaben.') Schmelz- 
punkt 104—106°. 


Tafel LX, 


12 Portionen zu je 0,235 g (*/,, Mol.) /-Benzoylleucin, neutralisiert mit 
NaOH lie®B man 8 Tage lang bei 39° mit je 0,8 g des Ferments bei 
Gegenwart von Toluol digerieren. 
































R Quantitative Quantitative 
Nr. Histozym | Abspaltung von Nr. Histozym | Abspaltung von 
der isin Benzoesiure | 4e snes Benzoesiiure. 

Vers. —_—_—___—_|Vers. a 
s ae  » g 0 P 

129 0,0 — | 135 Hunde-_ |0,0204 16,7 

| Hunde- I ” : | 

130 |\ gekocht — | 136 nieren {0,0 gekocht) — 
ne! lebern IIT ; eo we Pferde- {0,0102 8,4 

ma Tm we gekocht — 

133 ee 0,0188 15,3 | 139 Schweine-|0,0084 6,9 
134 |} muskelnII]]0,0 gekocht — | 140 nieren {0,0 gekocht — 


Somit wird das /-Benzoylleucin als ein Derivat des nor- 
malen Zersetzungsprodukts des KiweiBes ebenfalls durch das 
Histozym hydrolysiert. 

Auf Grund der mitgeteilten Tatsachen gewinnt man die 
Moéglichkeit, ein Schema aufzustellen, welches die strenge Ab- 
hangigkeit der Spaltung des Substrats von dessen Struktur 
und Konfiguration veranschaulicht und die spezifische Natur 
des Histozyms bestimmt. 


1) E. Fischer, Ber. Bd. 33, S. 2370 (1900). 
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Das Histozym 


spaltet: spaltet nicht: 
C,H,CO- NHCH,COOH C,H,-CO-NH-CH,CH,-COOH 
Hippursaure 6-Benzoylalanin 
C,H,CO-NH CH, C,H,-CO-NH 
CooH> o <i ‘COOH-CH>C<H 
a- oe 6-Benzoylaminobuttersiiure 
as = aa Benzoylaminoisobuttersiure 
C,H,-CO-NH CH,:-CH, CH,-CH, vH-CO-C,H, 
GooH> °<H H>°<Coon 
d-a-Benzoylaminobuttersaure /-«-Benzolaminobuttersiure 


Das Verhalten des Histozyms gegeniiber den Homologen 
der Hippursiure illustriert vortrefflich die spezifische Wirkung 
der Fermente, die nur solche Verbindungen spalten kénnen, 
bei denen die Anordnung der Atome im Molekiil der Struktur- 
und Raumformel des Molekils des Ferments selbst entspricht 
und die iiberdies ihre Wirkung nur auf die normalen Bestand- 
teile der Organismen oder deren Derivate erstrecken, wihrend 
sie auf die optischen Antipoden oder auf die Derivate der 
§-Aminosiiuren, welche nach dem heutigen Stande unserer 
Kenntnisse an dem Bau des EiweiBmolekiils nicht teilnehmen, 
keinerlei Wirkung ausiiben. 

Die Verbindungen, welche vom Histozym gespalten werden, 
unterscheiden sich von denjenigen, die es nicht spaltet, durch 
1 oder 2 Glieder CH,. Gleich anderen Fermenten kann das 
Histozym offenbar nur die Derivate solcher Verbindungen zer- 
setzen (oder synthesieren), die als Bestandteile von Organismen 
(z-Alanin, d-e-Aminobuttersiure, /-Leucin) auftreten, wihrend 
es auf die Derivate der -Aminosiure und auf die Antipoden 
der @-Aminosiure, die in den Organismen nicht vorkommen, 
nicht wirkt. 


7. Glykocholsaures Natrium. 
C,;H,,0,CO+-NH-CH,-COONa. 
Zu den Homologen der Hippursiiure, welche vom Organis- 
mus gebildet werden, gehért auch die Glykocholsiure, in welcher 
der Rest der Benzoesiure durch den Cholalsiurerest ersetzt 
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wird. Auf Grund dessen, was von der Wirkung des Histozynis 
bekannt geworden ist, durfte man annehmen, da8 auch diese 
Verbindung vom Histozym gespalten werden wiirde. Folgende 
Versuche bestitigen diese Annahme in vollem MaBe. 


2,92 g glykocholsauren Natriums Merck (0,974 g = 3/,, Mol, 
wurden in 60 ccm Wasser aufgelést; die Lésung wurde durch 
Kochen sterilisiert und in 3 Portionen geteilt und jede der- 
selben mit 1 g Histozym aus Pferdenieren und 5 ccm Toluol 
versetzt. Gleichzeitig léste man 1,2 g hippursauren Natriuns 
(0,4 in 7/,, Mol.) in 60 com Wasser, brachte die Lisung zun 
Sieden und teilte sie in 3 Portionen, wovon eine jede mit 1¢ 
desselben Histozympriparats versetzt wurde. Die Abspaltung 
der Cholalsiure wurde folgendermaBen dargetan. Nach Ver- 
lauf einer bestimmten Zeit wurde die Lésung zur Trockne 
abgedampft, der Rest 5mal mit heiBem Weingeist ausgezogen, 
das Alkoholextrakt eingedickt, mit HCl angesiiuert, mit Baryt- 
wasser bis zu deutlich alkalischer Reaktion und mit einem 
CO,-Strom bis zu saurer behandelt, gekocht, filtriert und der 
Rest 5mal mit Wasser extrahiert. Das wiBrige Extrakt wurde 
bis auf ein geringes Volumen eingedickt, mit Salzsiure zer- 
setzt, der Niederschlag mit Wasser gewaschen und in Alkohol 
aufgelést. Das alkoholische Extrakt gibt die Myliussche 
Reaktion mit den charakteristischen Krystallen unter dem 
Mikroskop. 


Tafel X. 





Hippursaures Natrium Glykocholsaures Natrium 








Nr. Men : -| Nr. 
on fenge d abgespal 
der teten Benzoesiiure | der 
der 
Ver- co ee Ver- 
Versuche 0/ 
lo suche 


suche g 


| 
= 


7,4 144 Erhalten: Niederschlag 
von cholalsaurem Baryt. 
17,9 145 | DieMyliussche Reaktion 
positiv. In der gekochten 
— 146 | Portion kein Barytnieder- 
schlag. Die Myliussche 
Reaktion negativ. 


141 | 95Stdn.]| 0,0171 
142 [240 ,, 0,0436 


143 |240 ,, 0,0018 














| 
| 
j 
| 
| 
| 
| 
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7,8 g glykocholsauren Natriums (je 0,974 g = */,, Mol.) wurden in 
160 cem aufgelést und die Lésung in 8 Portionen geteilt, die 5 Tage 


lang mit je 0,8 g des Ferments bei Gegenwart von Toluol bei 39° 
stehen gelassen wurde. 








Nr. d. 
Ver- 
suche 
} 147 


148 


149 


150 


| 
| 





Ferment 
aus 


Pferdenieren 


Schweine- 


nieren 


Desgl., mit 
durchgekoch- 
tem Praparat 


Resultat 


Niederschlag 
von cholal- 
saur. Baryt; 
die M ylius- 
sche Reak- 





tion positiv 


Kein harziger 
Nieder- 
schlag; die 
{My liussche 
Reaktion ne- 








gativ 





Nr. d. 
Ver- 


suche 


151 


153 


154 





Ferment 
aus 


Hunde- 


skelettmuskeln 


Hundeleber’) 


Desgl., mit 
durchgekoch- 
tem Priaparat 





Resultat 


Unbedeuten- 
der Nieder- 
schlag; die 

My liussche 

Reaktion po- 

sitiv. 


Kein harziger 
Nieder- 
schlag; die 
Myliussche 
Reaktion ne- 
gativ. 


Folglich spaltet das Histozympraiparat aus Pferde- und 

| Schweinenieren und aus Hundemuskeln auch die Glykocholsaure 

| unter Ausscheidung von Cholalsdure, wihrend das Histozym- 

. praparat aus Hundelebern, welches sehr schwach auf die Hippur- 

| | siure und deren Homologen wirkt, fast gar keine Wirkung auf 
die Spaltung der Glykocholsiure an den Tag legt. 


8. Taurocholsaures Natrium. 


C,,H,,0,-CO-NH-CH, 


a 
CH,+SO,-ONa 


Vom glykocholsauren Natrium ist es natiirlich, zu seinem 


bestindigen Begleiter und Analogon, dem taurocholsauren 
Natrium, iiberzugehen, und wurden mit diesem dieselben Ver- 


| suche ausgefiihrt. 





') Nach einigen Tagen erwies sich in der Flissigkeit, wo die 
Myliussche Reaktion vorgenommen wurde, eine unbedeutende Menge 
typischer blauer Krystalle. 
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Tafel XII. 





nner, 





Nr. 4 Pasiianen von : Medes taurocholsaurem Natrium zu je 0,54 » 
der | ('/29 Mol.) wurden in siedendem Wasser aufgelést und mit je 0,8 ¢ 
Ver- | des Fermentpriparats im Laufe von 10 Tagen bei Gegenw art 


suche von Toluol und 39° stehen gomenen. 
155 Pferdeniere +») Brhalten ‘wurde idiaantens Baryt: das Re- 
156 Hundeleber sultat der Myliusschen Reaktion war positiy. 





157 oe, gekocht . Kein Niederschlag von cholalsaurem Baryt; 
158 Fermentpriiparat J} die Myliussche Reaktion negativ. 


Die cholalsauren Barytniederschlige, besonders im Fall 
mit dem Leberpriparat, sind weniger voluminés als die glyko- 
cholsauren. Folglich kann das Histozym aus Pferdenieren und 
Hundeleber die Cholalsiure auch von der Taurocholsiure ab- 
spalten. 


Schliisse. 


1. Die Histozympriparate zeichnen sich durch verhiltnis- 
miBig schwache Aktivitiit aus. 

2. In den Saften frischer Organe ist die Aktivitit des 
Histozyms nicht hoéher als in dessen Alkoholather- und Aceton- 
praparaten. 

3. Bei der Autolyse wird das Histozym teilweise ver- 
nichtet. 

4, Das Histozym ist fast unléslich in Wasser und wiBrigem 
Glycerin; folglich gehért es zu den Endofermenten. 

5. Gleich vielen anderen Fermenten iibt das Histozym 
eine Wirkung auf das Substrat aus im Medium, in welchem 
es selbst unléslich ist. 

6. Die Schweinenieren und Skelettmuskeln des Hundes 
zeichnen sich durch ihren Maximalgehalt an Histozym aus. 

7. Alle untersuchten Organe des Hundes: Nieren, Leber, 
Milz, Lungen, Herz- und Skelettmuskeln besitzen die Fihig- 
keit, die Hippursiiure zu spalten. 

8. Die Hundeleber ist durch ihren unbedeutenden Histo- 
zymgehalt charakterisiert. 

9. Histozym ist in den Nieren des Kalbes, Ochsen und 
Pferdes enthalten. 
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10. Das Histozym spaltet nicht f#-Alanin, d-/-8-Benzoyl- 
= aminobuttersiure, Benzoylaminoisobuttersiiure und /-c-Benzoyl- 
aminobuttersaure. 

11. Das Histozym spaltet d-a«-Benzoylaminobuttersiure 
und 7-Benzoylleucin unter Abtrennung von Benzoesiure. 

12. Das Verhalten des Histozyms gegeniiber den Homo- 
logen der Hippurséiure kann als vorziigliches Beispiel, als 
Illustration der spezifischen Wirkung der Fermente dienen, 
die ihre Wirkung nur auf die Bestandteile von Organen und 
deren Derivate ausdehnen, deren Antipoden aber gegeniiber 
wirkungslos sind und zugleich in bezug auf den Bau (die 
Struktur) und die Konfiguration des Molekiils des Substrats 
sehr wihlerisch sind. 

13. Das Histozym spaltet die Glykocholsiure und die 
Taurocholsiure unter Abtrennung von Cholalsiure. 

i4. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist es das Histozym, 
welches das Butyrylglycin, Butyrylalanin, Laurylglycin, Laury- 
alanin und Laurylalanylglycin unter Abtrennung einer Fett- 
siure spaltet. 


or US IQ 
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Untersuchungen iiber Narkose. 
2. Mitteilung. 


Von 
Hermann Lange und Adolf Kappus. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Ausgefihrt mit Unterstitzung der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1922.) 


In der voranstehenden'!) Arbeit wurde dargetan. daB die 
Narkose des Froschmuskels weder notwendigerweise mit einer 
Steigerung noch auch mit einer Verminderung der Durchlissig- 
keit von membranartigen Muskelfasergrenzschichten  ver- 
bunden ist. 

Vielmehr zeigte es sich, da& beim narkotisierten Muskel 
einem Stadium verminderter Durchlissigkeit ein solches ver- 
mehrter Durchlissigkeit folgt. In beiden Stadien ist typische, 
wieder zu beseitigende Narkose vorhanden. MHieraus wurde 
der SchluB gezogen, daB weder der Zustand verringerter, noch 
jener vermehrter Durchlassigkeit von Grenzschichten als Ursache 
der Narkose angesehen werden darf. 

Die so oft ausgesprochene Anschauung, daB trotzdem Ver- 
inderungen gerade in den beschrinkt durchlissigen Grenz- 
schichten lebender Zellen in ursichlichem Zusammenhange 
mit den Erscheinungen der Narkose stehen, braucht deswegen 
keineswegs aufgegeben zu werden. 

, Embden und Adler’) haben in einer kirzlich veréffent- 
lichten Arbeit gezeigt, daB die Kontraktion des Froschmuskels 





1) Ds. Zs. Bd. 124, S. 103 (1922), 
*) Gustav Embden u. Erich Adler, Diese Zs. Bd.118, S.1 (1922). 
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wit einer plotzlich auftretenden Steigerung der Permeabilitat 
verbunden ist, welche bei nicht ermiidender Reizung sehr rasch 
wieder verschwindet. 

Wird der Muskel bis zur Ermiidung gereizt, so bleibt 
die Permeabilitatssteigerung so lange bestehen, wie die Er- 
miidung andauert. Erholung des Muskels ist stets mit der 
Wiederherstellung des urspriinglichen Zustandes geringer Per- 
meabilitiit verbunden, die um so vollstindiger ist, je vollstiindiger 
die urspriingliche Erregbarkeit und Kontraktionsfaihigkeit des 
Muskels wieder erlangt ist. 

Aus diesen und einigen weiteren Befunden zogen Embden 
und seine Mitarbeiter den Schluf, daB eine plotzliche Steigerung 
der Permeabilitét fiir das Zustandekommen der Muskelkon- 
traktion notwendig ist, und daB die Ermiidung des Muskels 
im wesentlichen durch eine Zustandsinderung der Muskelfaser- 
srenzschichten bedingt ist, die einerseits in einer Steigerung 
der Permeabilitat gegeniiber der im Ruhezustand des frischen, 
gut erregbaren Muskels, und andererseits in einer Verminderung 
der Fahigkeit zu plétzlicher Permeabilititsinderung besteht. 
Gerade in diesem Verluste ,,der Alterationsfaihigkeit“ von Muskel- 
fasergrenzschichten diirfte die wesentliche Ursache der Er- 
miidung des Froschmuskels gelegen sein. 

Ganz ihnliche Anschauungen hatte schon friiher C.Schwarz!) 
gelegentlich seiner Untersuchung iiber die EHinwirkung ver- 
schiedenartiger Anionen auf die Erregbarkeit und Kontraktilitat 
von Muskeln ausgesprochen. 

Auch Warburg?) hat sich neuerdings in ahnlichem Sinne 
ceiuBert. 

Schon gelegentlich seines eben erwaihnten Hamburger 
Vortrags hatte Embden‘*) ausgesprochen, daB Ermiidung, 
Rohrzuckerlihmung und Narkose des Muskels offenbar nahe 
verwandte Zustiinde seien, denen als gemeinsames Charakte- 
ristikum eine bei der Ermiidung und Rohrzuckerlahmung 
regelmaBig, bei der Narkose vielleicht nicht ganz so regelmabig 





) C. Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 

*) Otto Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, S. 134 (1921). 
°) G. Embden, Ber. iib. d. ges. Phys. Bd. 2, 8. 2 (1920). 
10* 
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mit Permeabilitaétssteigerung verbundene Verminderung der 
Fahigkeit zu plodtzlicher Permeabilitatsainderung zu. 
erunde liegt. 

Wenn aus der voranstehenden Arbeit hervorgeht, daf 
Anderungen des statischen Permeabilitiitszustandes von 
Muskelfasergrenzschichten im Sinne einer Steigerung oder 
Minderung keine entscheidende Rolle fir das Zustande- 
kommen der Narkose spielen, so ist es Aufgabe der vorliegenden 
Untersuchung, Anhaltspunkte fiir das Auftreten einer ver- 
minderten Alterationsfihigkeit der membranartigen Muskel- 
fasergrenzschichten, also fiir dynamische Anderungen bei der 
Narkose zu gewinnen. 

Wenn wirklich entsprechend den Anschauungen Embdens 
und Adlers eine plétzlich auftretende Steigerung der Permea- 
bilitaét ein wesentliches Glied in der Kette der zur Muskelkon- 
traktion fiihrenden Vorgiinge ist, so wiirde eine unter der Kin- 
wirkung des Narkoticums, ihnlich wie etwa bei der Ermiidung, 
auftretende Verminderung der Fahigkeit zu plétzlicher Permea- 
bilititssteigerung sehr wohl eine Erklarung fiir die Unerreg- 
barkeit des Muskels bei der Einwirkung narkotisch wirkender 
Substanzen bieten kénnen. 

An eine Verminderung der Alterationsfihigkeit yon Grenz- 
schichten und physikochemische Veranderungen tiberhaupt als 
Ursache der Narkose mu8 um so eher gedacht werden, als 
nach neueren Untersuchungen Meyerhofs') der mit der 
Muskelkontraktion verbundene chemische Vorgang der Siure- 
bildung — wenigstens der Milchsiurebildung — offenbar auch 
withrend der Narkose weitgehend erhalten bleiben kann. 


Plan und Methodik der Untersuchung. 

Wir gingen bei unseren Versuchen von der bereits von 
Embden und Adler’) festgestellten Tatsache aus, daB die in 
isotonischer Rohrzuckerliésung eintretende Lihmung des Frosch- 
muskels mit einer auBerordentlich starken Steigerung der 





1) Otto Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 192, S. 128 (1922). 
2) G. Embden u. E. Adler, a.a. O. 
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Phosphorsiureausscheidung verbunden ist. Die Vermehrung 
der Phosphorsiureausscheidung geht dem allmahlichen EKintritt 
der Lihmung parallel und verschwindet einige Zeit, nachdem 
der Muskel sich in Ringerlésung erholt hat, wieder vollstindig. 
Embden und Adler nahmen an, daf die vermehrte Phosphor- 
siiureausscheidung durch eine Steigerung der Durchlassigkeit 
von Muskelfasergrenzschichten zustande kommt, wobei sie sich 
vorstellten, daB die isotonische Rohrzuckerlésung gerade durch 
ihren Mangel an Elektrolyten unmittelbar auf die Muskel- 
fasergrenzschichten einwirkt. Mit der Annahme, daB der 
Angriffspunkt der in isotonischer Rohrzuckerlésung 
eintretenden Lihmung in fuBeren Muskelfasergrenz-. 
schichten gelegen ist, stimmt aufs beste iiberein, daB diese 
Rohrzuckerlahmung ganz im Gegensatz zur Kalilahmung durch 
Zuriickbringen des Muskels in Ringerlésung stets in kiirzester 
Zeit beseitigt wird. 

Hiernach scheinen also bei der Rohrzuckerlahmung Ver- 
inderungen in denselben Grenzschichten aufzutreten, an denen 
auch die Narkotica angreifen. 

Zwischen der Rohrzuckerlihmung und der Unerregbarkeit 
des Muskels in verschiedenen Narkoticis besteht aber ein sehr 
leicht erkennbarer Unterschied. Die Phosphorsiureausscheidung 
des Muskels ist nimlich auch bei lingerer Dauer tiefer Narkose 
weitaus geringer als in isotonischer Rohrzuckerlésung, in der 
sie namentlich nach Ausbildung der vélligen Lihmung rasch 
sehr hohe Werte erreicht. 

Der Plan unserer Versuche war nun folgender: 

Wenn wirklich das Narkoticum eine Verminderung der 
Veriinderlichkeit der gleichen membranartigen Grenzschichten 
hervorruft, deren Permeabilititssteigerung eine regelmiibige 
Begleiterscheinung der Rohrzuckereinwirkung ist, so war viel- 
leicht zu erwarten, daB ein narkotisierter Muskel auf nach- 
heriges Verbringen in isotonische Rohrzuckerlésung mit einer 
geringeren Veriinderung seiner membranartigen Grenzschichten 
und infolgedessen mit einer geringeren Steigerung seiner Phos- 
phorsiureausscheidung reagierte, als ein vorher in reiner Ringer- 
lésung gehaltener, gleichartiger Kontrollmuskel. 
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Aus diesen Uberlegungen ergab sich folgende einfache 
Versuchsmethodik: 


Gastrocnemien von Rana esculenta oder Rana temporaria 
wurden in der wiederholt beschriebenen Weise an Platinelek. 
troden in Ringerlésung suspendiert, die andauernd von Sauer. 
stoff durchperlt wurde; wie in den friitheren Versuchen gelangten 
mit Leitungswasser gekihlte Kopyloffsche GefaiBe zur An- 
wendung. 

Die Gastrocnemien wurden zunichst in gleichen Mengen 
Ringerlésung beiderseits stets gleich lange gewaschen, bis ihre 
Phosphorséureausscheidung unter gleichen Bedingungen an- 
nihernd gleich geworden oder innerhalb bestimmter Zeiten 
tiberhaupt nicht mehr erkennbar war. Der Versuch wurde nur 
weitergefiihrt, wenn die Muskeln, in dem gleichen Stromkreis 
hintereinandergeschaltet, bei der Reizung mit EKinzelinduktions- 
schlagen annihernd gleiche Zuckungshéhe zeigten. Auch die 
Schwellenerregbarkeit war, wo sie gepriift wurde, beiderseits 
eine sehr dhnliche. 


Nach AbschluB dieser Vorperiode kam einer der Muskeln 
in Ringerlésung, der ein Narkoticum (Phenylurethan, Amyl- 
alkohol oder norm. Heptylalkohol) zugesetzt war. Er verblieb 
in der in bestimmten Zeitabschnitten gewechselten Narkoticum- 
lésung so lange, bis véllige Narkose und eine deutlich erkenn- 
bare Steigerung der Phosphorsiureausscheidung gegeniiber der 
letzten Vorperiode in Ringerlésung und auch gegeniiber der 
gleichen Periode des Kontrollmuskels eingetreten war. 

Nunmehr wurde die Fliissigkeit beider Muskeln gleich- 
zeitig durch isotonische Rohrzuckerlésung ersetzt und der 
Verlauf der Phosphorséureausscheidung in mehreren aufeinander- 
folgenden Perioden festgestellt. SchlieBlich wurden die Muskeln 
in Ringerlésung zuriickgebracht und ihre Erholung, sowie auch 
jetzt wieder das Verhalten ihrer Phosphorsiureausscheidung 
beobachtet. 


Versuchsergebnisse: 


Von den zahlreichen, gleichsinnig verlaufenen Versuchen 
selen nur einige Beispiele wiedergegeben. 








e 
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Versuch 1 (Versuch 11 des Protokolls). 24.August 1921. 


Die beiden Gastrocnemien einer Rana esculenta wurden um 9 Uhr 
vormittags zwischen den Elektroden befestigt und in 10 cem sauerstoff- 
durchperlter Ringerlésung suspendiert. Die Ringerlésung wurde zunichst 
in halbstiindigen Perioden gewechselt; die Muskeln gaben am Nach- 
mittag innerhalb dieser 30 minutigen Perioden keine erkennbaren Phos- 
phorsiuremengen ab. Um 5 Uhr kam Muskel B in Ringerlésung mit 
einem Phenylurethangehalt von 0,05°/,, wihrend Muskel A in frische 
Ringerlésung gebracht wurde. Muskel B war um 5° Uhr fiirReizung mit 
Induktionsschligen bei stets gleichbleibendem Rollenabstande annihernd, 
und um 6 Uhr vdéllig unerregbar geworden. Um 6 Uhr wurden die 
Flissigkeiten beider Muskeln erneuert; ihre Zusammensetzung blieb un- 
verindert, ebenso um 7 Uhr. (Bei Muskel A reine Ringerlésung, bei 
Muskel B Ringerlésung mit 0,05°/, Phenylurethan.) Um 9 Uhr kamen 
beide Muskeln in isotonische Rohrzuckerlésung. 

Der nicht narkotisierte Muskel A war um 10’ Uhr noch deutlich 
erregbar, um 10” Uhr geliihmt. 

Weitere Einzelheiten der Auswechslung der Fliissigkeiten 
und vor allem der Verlauf der Phosphorsiureausscheidung 
gehen aus Tabelle 1 (folgende Seite) hervor. Die Dauer der 
einzelnen Perioden ist aus Reihe 2, die Phosphorausscheidung 
des Muskels A und B in mg °/, der Ringerlésung aus den 
Reihen 3 und 4 ersichtlich. Reihe 5 enthalt die Kinzelheiten 
der Versuchsanordnung und des Versuchsverlaufes. Am SchluBe 
jeder Periode wurden die Flissigkeiten ausgewechselt, was in 
Reihe 5 nur vermerkt ist, wenn die Zusammensetzung der 
Flissigkeit abgeiindert wurde. 

Muskel B, der ebensowenig wie Muskel A in der halb- 
stiindigen Periode von 4—4%° Uhr eine erkennbare Phosphor- 
siuremenge ausgeschieden hatte, wurde um 5 Uhr in phenyl- 
urethanhaltige Ringerlésung gebracht; er schied in den niachsten 
beiden einstiindigen Perioden etwas mehr Phosphorsiiure aus 
als Muskel A; diese Mehrausscheidung war in der zweistiindigen 
Periode von 7—9 Uhr ebenfalls deutlich erkennbar. 

Das entspricht ganz den in der voranstehenden Mitteilung 
erhobenen Befunden. 

Nachdem um 9 Uhr beide Muskeln in Rohrzuckerlésung 
gebracht worden waren, schied Muskel A in den niachsten 
45 Minuten 0,06—0,07 mg °/, P,O, aus, Muskel B nur 0,04 mg °/,. 
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Tabelle 1. 
1 | 2 . + £44 5 
r ‘ i i 
ie — — i ae Versuchsanordnung und 
Peri- Dedede Versuchsverlauf 
ode Muskel A| Muskel B 
1 480500 0 0 Beide Muskeln in Ringer. 
lésung. 
5° A frische Ringerlésune. 
B Ringerlésung 
+ 0,05°/, Phenylure- 
than. 
2 5 00— 5959 0,01 0,02 6°° B gelihmt. 
3 600700 0,01 0,02 
4 7—9" 1 0,02—0,03] 0,05 
5 g°°— 94 0,06—0,07 0,04 9°° Beide Muskeln isoto- 
nische Rohrzucker- 
6 
6 9491 30 0,08 0,04 tees aia 
1 103—1115 0,12 0,08 
8 11°°—11°%° 0,10 0,07 11°° Beide Muskeln reine 
Ringerlésung. 
9 11°°—9°° beiderseits Nachtperiode. 
friih starke Triibung 
10 99°10 0,04 0,03 
11 10%—11 0,02 0,01—0,02 
12 | 119%—12 0,01 0,00 











Die Minderausscheidung des vor dem Verbringen in Rohr- 
zuckerlésung narkotisierten Muskels ist also schon in dieser 
ersten Periode iiberaus deutlich; in der darauffolgenden eben- 
falls dreiviertelstiindigen Periode 6 steigt die Phosphorsiure- 
ausscheidung des Muskels A auf 0,08 an, die des Muskels B 
betragt unverindert 0,04. In der folgenden gleichlangen 
7. Periode 10°°—11'° Uhr steigt die P,O,-Ausscheidung des 
Muskels A auf 0,12, die des Muskels B auf 0,08 an. 

Man sieht also, daB der narkotisierte Muskel, trotzdem 
seine P,O,-Ausscheidung wahrend seines Aufenthaltes in Phenyl- 
urethanringerlésung gréBer gewesen war als die des Kontroll- 
muskels, nach dem Verbringen in Rohrzuckerlésung alsbald 
dem Kontrollmuskel gegeniiber eine deutliche Minderausschei- 
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dung zeigt, die in allen drei Rohrzuckerperioden (Perioden 5 
bis 7) ttberaus deutlich ist. Prozentual ist der Unterschied am 
erbBten in Periode 6, in welcher der Kontrollmuskel das 
Doppelte der Menge des Phenylurethanmuskels abgibt. 

Nach dem gleichzeitigen Zuriickbringen in Ringerlésung 
gaben beide Muskeln — auf gleiche Zeiten berechnet — zu- 
nichst noch etwas mehr Phosphorséure ab als an die letzte 
tohrzuckerlésung, ein Verhalten, das friiheren Erfahrungen von 
Embden und Adler entspricht. Am nachsten Morgen war 
aber die geringe Anfangspermeabilitat fiir Phosphorsiure 
wieder hergestellt, wie aus den beiden einstiindigen Perioden 11 
und 12 hervorgeht. 

Bei gleich starker Reizung wie am Vortage zeigten beide 
Muskeln nahezu vollige Wiederherstellung ihrer Zuckungshéhe; 
diese hatte nicht stirker abgenommen, als es bei 24 stiindigem 
Aufenthalt eines isolierten Froschmuskels in Ringerlésung regel- 
miBig der Fall ist, 

Ganz ebenso verlief eme Reihe weiterer Versuche, in denen 
der eine Muskel vor dem Verbringen in Rohrzuckerlésung teils 
mit Phenylurethan, teils auch mit Amylalkohol oder Heptyl- 
alkohol in Narkose versetzt wurde. Wir geben nur noch die 
niihere Schilderung je eines Amylalkohol- und eines Heptyl- 
alkoholversuches wieder. 


Versuch 2 (Nr. 14 des Protokolls). 26.—27. August 1921. 


Die beiden Gastrocnemien einer frisch gefangenen Rana esculenta 
wurden abends um 10°° Uhr an den Elektroden befestigt und in je 
10 eem sauerstoffdurchperlter Ringerlésung versenkt. Die Ringerlésung 
wurde bis 1 Uhr nachts mehrmals gewechselt, dann wieder am niichsten 
Morgen um 8 Uhr und von da ab in halbstiindigen Perioden. 


Die sehr groBen Muskeln gaben an die 10 ccm Ringer- 
lésung auch wihrend dieser halbstiindigen Perioden gering- 
fiigige und beiderseits gleiche Phosphorsiuremengen ab. Um 
12°° Uhr kam Muskel B in Ringerlésung + 0,6°/, Amyl- 
alkohol, Muskel A in frische Ringerlésung. Muskel B war bei 
der stets gleichbleibenden Reizstarke bereits 25 Minuten spater 
velihmt. Eine Einwirkung auf seine Phosphorsaureausscheidung 
im Sinne einer Minderung oder Steigerung ist in den nach- 
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Tabelle 2. 
ei 2 | 3 | 4 | 5. rane 
Nr P,0,-Ausscheidung i ve 
Dauer 2O,-Ausscheidung in 
der °/ der Ringerlse,| VWersuchsanordnung und 
Peri- der mg /o Ger Iungeriss Versuchsverlauf 


ode Periode Muskel A | Muskel B 


1 112— 12% 0,01 0—0,01 | Beide Muskeln in Ringer- 


lésung. 
2 12°°—12%° 0,01 0,01 12°° A frische Ringer- 


léisung. B_ Ringer 
+ 0,6°/, Amylalkohol. 














3 1235115 0,02 0,02 123° B gelihmt. 

4 115_g15 0,02 0,02 

5 2°5— 31 0,06 0,04 2'° Beide Muskeln in iso- 
6 315—4% 0,12 0,05 tonische Rohrzucker 
7 400__ 44s 0,15 0,06 losung. 

8 445590 0,18 6,06—0,07 

9 53°61 0,12 0,04 5°° Beide Muskeln in reine 
10 615—70 0,07 0,01 Ringerlésung. 


folgenden Perioden von 40 Minuten (Periode 3) und 60 Minuten 
(Periode 4) nicht erkennbar; ebenso wie der in reiner Ringer- 
lésung befindliche Muskel schied er wihrend der vierten 
Periode 0,02 aus. 

Am SchluB dieser Periode, um 2!° Uhr, wurde bei beiden 
Muskeln die Umgebungsfliissigkeit gegen isotonische Rohr- 
zuckerlésung ausgetauscht. 

Ohne weiteres ergibt sich aus der Tabelle 2, wie auBer- 
ordentlich viel geringer die Steigerung der Phosphorsiaure- 
ausscheidung des vorher narkotisierten Muskels in Rohr- 
zuckerlésung blieb. In der zweiten Rohrzuckerperiode (5) 
schied der Kontrollmuskel A 0,06, der Narkosemuskel B 0,04 
aus. Rasch vergréBerten sich diese Unterschiede derart, dab 
in Periode 7 vom Muskel A 0,15, vom Muskel B hingegen nur 
0,06 mg °/, abgegeben werden; und in der achten Periode 
wird dieser Unterschied eher noch gréBer. 

Am Ende dieser Periode um 5°? Uhr kamen beide Muskeln 
in Ringerlésung. In den darauffolgenden */, Stunden sinkt 
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beiderseits die Phosphorsiureausscheidung, wobei der Kontroll- 
muskel immerhin noch 0,12 gegeniiber nur 0,04 mg °/, des 
Narkosemuskels abgibt. Das weitere starke Absinken in der 
darauffolgenden Periode 10 erreicht beim urspriinglich narko- 
tisiert gewesenen Muskel den geringen Ausgangswert von etwa 0,01 
wihrend die Phosphorsiiureabgabe beim Kontrollmuskel immerhin 
noch 0,07 betragt. Auch der erstere Muskel war iibrigens in dieser 
Zeit schon wieder erregbar, wenngleich er seine urspriingliche 
Zuckungshéhe noch nicht annihernd wieder erreicht hatte. 


Versuch 3 (Nr. 16 des Protokolls). 26. August 1921. 


Die Gastrocnemien einer frisch gefangenen lebhaften Esculenta 
wurden am 26. August 8'° Uhr vormittags an den Platinelektroden be- 
festigt und zunichst des 6fteren mit je 10 ccm Ringerlésung aus- 
gewaschen. Bald schieden beide Muskeln wihrend halbstiindigen 
Perioden keine erkennbaren Phosphorsiuremengen aus. 


In der letzten, 45 Minuten langen Vorperiode, die in Ta- 
belle 3 als 1 bezeichnet ist, gaben beide ganz geringfiigige 
und sehr ihnliche Mengen, etwa 0,01 mg °/, ab. Muskel B 


Tabelle 3. 








1{| 2 . 4. 6° e- 
ex ane mg °/, der Ringerlsg. | Versuchsanordnung un 
Peri- Versuchsverlauf 


ode| Periode | Muskel A | Muskel B 


1 1125—12 0,01 0,01 Beide Muskeln in Ringer- 
lésung. 
2 12°°—12% 0,01 0,02—0,03 | 12° A frische Ringerlé- 


sung. B Ringer + 
0,05°/, Heptylalkohol. 


3 124°—1° 0,01 0,02—0,03 | 12'° B gelihmt. 

4 13°15 0,01 0,083—0,04 

5) 215315 0,05 0,04—0,05 | 2!° Beide Muskeln in iso- 
6 315400 0,08 0.06 tonische Rohrzucker- 
7 400 445 0,08 0,06 lésung. 

8 445__5,30 0,10 0,06 

9 580615 0,09 0,04 5°° Beide Muskeln reine 














10 6 —7 0,02—0,03 | 0,01—0,02 Ringerlésung. 
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kam am Ende dieser Periode in Ringerlésung mit einem Zusatz 
von 0,05°/, Heptylalkohol. Die Lihmung war bereits 14 Mi- 
nuten spater fiir die in Frage kommende Reizstiirke voll- 
stindig. In den auf den Heptylalkoholzusatz folgenden */, stiin- 
digen Perioden 2—4 blieb die Phosphorsiureausscheidung im 
Kontrollmuskel auf der urspriinglich minimalen Héhe, wihrend 
sie im narkotisierten Muskel allmihlich anstieg. Zu Beginn 
des fiinften Versuchsabschnittes wurden beide Muskeln in iso- 
tonische Rohrzuckerlésung versenkt. Wiederum nach 45 Mi- 
nuten war die Phosphorséureausscheidung im Kontrollmuskel 
von 0,01 auf 0,05 angestiegen, wahrend der Heptylalkohol- 
muskel nur eine Vermehrung von 0,03—0,04 auf 0,04—0,05 
zeigte. Der Unterschied in der Phosphorsiureausscheidung 
beider Muskeln wurde weiternin noch deutlicher, derart, dai 
in der achten Periode der Kontrollmuskel einen Wert von 0,10, 
der Narkosemuskel einen solchen von 0,06 zeigte. 

Nach dem Zuriickbringen beider Muskeln in Ringerlésung 
sank die Phosphorsiiureausscheidung beiderseits ab; sie war 
am Ende der zehnten Periode schon recht geringfiigig ge- 
worden. Zu dieser Zeit, um 7 Uhr, waren beide Muskeln er- 
regbar: die Zuckungshéhe des Muskels B betrug nur wenige 
Millimeter, doch hatte auch Muskel A seine urspriingliche 
Kontraktionsfahigkeit noch nicht wieder erreicht. 

Ubereinstimmend geht aus den drei bisher mitgeteilten 
Versuchsbeispielen also hervor, daB vorangehende Narkose 
eines Muskels die permeabilititssteigernde Wirkung 
des Aufenthaltes in reiner isotonischer Rohrzucker- 
lésung ganz erheblich herabmindert. Der Grad der 
Herabminderung ist von Versuch zu Versuch ein verschiedener, 
doch waren auch die Versuchsbedingungen von Versuch zu 
Versuch recht ungleiche, da nicht nur die Beschaffenheit der 
Muskeln, sondern auch ihr Gewicht bei stets gleichen Mengen der 
Umgebungsfliissigkeit, ferner die Natur des Narkoticums wechselte. 

Bei der bisher besprochenen Art der Versuchsanordnung 
wurde der eine Muskel nur in den der Rohrzuckerbehandlung 
vorangehenden Perioden narkotisiert, so daB schon wihrend 
des Aufenthaltes in Rohrzucker eine allmihliche Entfernung 
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des Narkoticums und damit eine Verringerung des Unter- 
schiedes im Verhalten beider Muskeln eintreten muBte. 

: In weiteren Versuchen wurde die Kinwirkung des Nar- 
- koticums auch auf eine oder mehrere Perioden des Rohr- 
1 guckeraufenthaltes ausgedehnt. Von derart angestellten Ver- 
| suchen sei kurz das Ergebnis dreier angegeben. 


































; Versuch 4 (Nr. 12 des Protokolls). 25. August 1921. 


Am 25. August 1921 morgens wurden die Muskeln in iiblicher Weise 
eingespannt und mit Ringerlésung ausgewaschen. Die Phosphorsiure- 
ausscheidung sank rasch so stark ab, daB sie in halbstiindigen Perioden 
) nicht mehr erkennbar war. 

In der nichstfolgenden Tabelle 4 ist die letzte, 36 minutige 
! |  Vorperiode in Ringerlésung mit 1 bezeichnet; beiderseits wurden 
keine erkennbaren Phosphorsiituremengen abgegeben. Zu Be- 
ginn der zweiten Periode kam Muskel B in Ringerlésung, die 
0,6 °/, Amylalkohol enthielt. Die Mehrausscheidung des letzteren 
Muskels gegeniiber dem Kontrollmuskel war in den beiden 
folgenden Perioden von 29 bzw. 40 Minuten nur geringfiigig. 
Zu Beginn des 4. Versuchsabschnittes um 12! Uhr wurden 
beide Muskeln in Rohrzuckerlésung verbracht; die des 
Muskels B enthielt 0,6°/, Amylalkohol. In der folgenden 
45 Minuten langen Periode 4 war der Anstieg der Phosphor- 
siureausscheidung beiderseits nur gering und auf der Seite des 
narkotisierten Muskels eher eine Spur gréBer. Weiterhin wurden 
beide Muskeln in reiner Rohrzuckerlésung untersucht. Nun- 
mehr bildete sich ein von Periode zu Periode zunehmender 
Unterschied in der Phosphorséureausscheidung aus. Dieser 
betrug in der Periode 5 fiir den Kontrollmuskel 0,07 fiir den 
mit Amylalkohol vorbehandelten 0,04—0,05. Wahrend in den 
folgenden drei, ebenfalls */, stiindigen Versuchsabschnitten der 
mit Amylalkohol vorbehandelte Muskel B stets eine Phosphor- 
siureausscheidung von 0,06 zeigte, wuchs diese beim Kontroll- 

muskel A schlieBlich auf 0,24 (Periode 8) an. 
Nach dem Zuriickbringen in reine Ringerlésung sank sie 
beiderseits rasch ab; in der letzten, in der Tabelle angegebenen 
Periode war sie fiir den urspriinglich narkotisiert gewesenen 
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Tabelle 4. 
1 | - | 8 q 4 | ies 
Nr. ‘ , 
Dauer P,0,-Ausscheidung in 
ser] der | me deriingestung] | Versueheanordong cm 
ode} Feriode | Muskel A | Muskel B 
1 10%°—11°° 0 0 Beide Muskeln in Ringer- 
lésung 
2 11°°—11% 0 0,01 11° A frische Ringerli- 
3 11%—12' 0 0,01 sung. B Ringerli- 
sung + 0,6 °/, Amy!1- 
alkohol. 
4 12'°—1% 0,03 0,083—0,04 | 121° A isotonische 


Rohrzuckerliésung. 
B isotonische 

Rohrzuckerlésung 
+ 0,6°%, Amylal- 














kohol. 
5 1°°—1* 0,07 0,04—0,05 | 1° Beide Muskein reine 
6 14°—2°° 0,14 0,06 Rohrzuckerlésung. 
1 230__g15 0,18 0,06 
8 315 400 0,24 0,06 
9 4°— 445 0,10 0,02 4°° Beide Muskeln Ringer- 
10 445—5°° 0,04 0 losung. 


Muskel iiberhaupt nicht mehr nachweisbar, wihrend sie fiir 
den Kontrollmuskel noch 0,04 betrug. Spiter verschwand sie 
wihrend kurzer Perioden auch fiir diesen Muskel. 

Schon am Abend des Versuchstages war eine erhebliche, 
am niichsten Morgen eine weitgehende Wiederherstellung der 
Kontraktionsfahigkeit beider Muskeln eingetreten. 

In diesem Versuch fiel iibrigens die starke und anhaltende 
Kontraktur beider Muskel in Rohrzuckerlésung auf; sie war beim 
narkotisierten Muskel noch weit ausgebildeter als beim Kontroll- 
muskel. 


Versuch 5 (Nr. 13 des Protokolls). 25. August 1921. 


Frisch gefangene lebhafte Rana esculenta, deren beide Gastrocnemien 
um 7°° Uhr morgens eingespannt werden. Zuniichst hiufiger Wechsel 
der Ringerlésung. 
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Tabelle 5. 
oT ie 3 4 | 5 
Nr. Dauer P,O,;-Ausscheidung in 
der daw mg °/, der Ringerlésung Versuchsanordnung und 
Peri- Pesiode Versuchsverlauf 
ode Muskel A | Muskel B 
1 10*°—11% 0 0 Beide Muskeln in Ringer- 
losung 
2 118°—121 0 0,02 11° A frische Ringerlé- 
sung. B Ringerlésung 
+ 0,6°/, Amylalkohol. 
3 | 121% 0 0,03 11*? B gelihmt. 
4 1°°— 44° 0,04 0,04 1°° A isotonische Rohr- 
5 1#%—2 0,07 0,04 zuckerlésung. 
B- Rohrzuckerlé- 
sung + 0,6°/, Amyl- 
alkohol. 
230315 0,08 0,03 2°° Beide Muskeln iso- 
7 315 49° 0,10 0,03 tonische Rohrzucker- 
lésung. 
8 4° — 5° 0,12 0,03 4°° Beide Muskeln Ringer- 
9 00— 54° 0,04 0,02 lésung. 
10 545630 0,08 0,01 
11 6715 0,01 0,01 








Beide Muskeln 








zeigen in der letzten, 45 minutigen Vor- 


periode (erste der Tabelle 5) keine erkennbare Phosphorsiure- 


ausscheidung. 


Am Ende dieses Versuchsabschnittes kommt 


Muskel B in Ringerlésung + 0,6 °/, Amylalkohol. Die Lahmung 


nicht mehr erregbar. 


tritt sehr rasch ein; schon 12 Minuten spiiter ist der Muskel 
den auf den Narkoticumzusatz 


folgenden beiden Perioden (2 und 3) steigt die Phosphorsiure- 
ausscheidung von B gegeniiber der Vorperiode deutlich an, 
wihrend die Fliissigkeit des Kontrollmuskels auch weiterhin 


wihrend gleichbleibender Perioden keine Phosphorsiureaus- 
; | scheidung erkennen 1aBt. 


: Zu Beginn der vierten Periode — um 1 Uhr — kamen beide 





Muskeln in isotonische Rohrzuckerlisung, die bei Muskel B 
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0,6°/, Amylalkohol enthielt. Die Rohrzuckerlihmung des 
Muskels A trat nur langsam ein; er zuckte um 2°° Uhr, also 
11/, Stunden nach Verbringen in Rohrzuckerlésung noch 
deutlich. Damit hangt wohl der relativ langsame Ansties 
seiner Phosphorsiiureausscheidung zusammen. In der erste 
Rohrzuckerperiode hatte er die Phosphorsiureausscheidung des 
Muskels B gerade eingeholt (beiderseits 0,04); in der folgenden 
Periode 5 betrug sie bereits 0,07 gegeniiber 0,04 des Narkose- 
muskels. Zu Beginn der sechsten Periode kam auch Muskel B 
in reine Rohrzuckerlésung, in der beide Muskeln bis 4° Uhr 
verblieben. Wahrend die vom Kontrollmuskel A abgegebene 
Phosphorsiuremenge in */, stiindigen Perioden allmihlich bis 
auf 0,10 anstieg, nahm die des Muskels B iiberhaupt nicht zu, 
so daf die von ihm abgegebene Phosphorsiuremenge auch am 
Schlusse der siebenten Periode 0,03 gegeniiber 0,10 des Kon. 
trollmuskels betrug. 

Deutliches Absinken nach dem Zuriickbringen in Ringer- 
lésung ist fiir beide Muskeln erst in der zweiten Ringerperiode 
(Nr. 9 Phosphorsiureabgabe des Muskels A 0,04, des Muskels 8 
0,02) erkennbar. Muskel A war schon 5 Minuten nach dem 
Verbringen in Ringerlésung wieder erregbar, Muskel B erst 
45 Minuten spiter. Der weitere Verlauf des Absinkens der 
Phosphorséureausscheidung auf minimale Werte ergibt sich 
ohne weiteres aus der tabellarischen Ubersicht. Am niichsten 
Morgen war beiderseits die urspriingliche Zuckungshéhe wieder 
anniihernd erreicht. 


Versuch 6 (Nr. 17 des Protokolls). 13. September 1921. 


Einspannung beider Muskeln um 8* Uhr morgens; anschlieBend 
éfterer Wechsel der Ringerlésung. Die Phosphorsiureausscheidung be- 
trug in einer einstiindigen Periode in Ringerlésung fiir den Muskel A 
0,03, fiir B 0,02—0,01; in spiteren, halbstiindigen Perioden war sie bei 
beiden 0. Beide Muskeln hatten bei Reizung im gleichen Stromkreise 
anniihernd die gleiche Zuckungshohe. 


Um 6°? Uhr kam Muskel B in Ringerlésung + 0,6°,, 
Amylalkohol; Muskel A in frische Ringerlésung; schon 6°° Uhr 
war Muskel B vdéllig gelihmt. Eine Minute spiter wurde die 
Fliissigkeit des Muskels A durch isotonische Traubenzucker- 
























Tabelle 6. 


Untersuchungen iiber Narkose. 





~ 





be | 
| 


Dauer 
der 
Periode 


G90__ 830 

830 990 

939__ 10° } 
19°°-—19°° 





P,O,-Ausscheidung in 
mg °/, der Ringerlésung 
Muskel A 





3 


0 


0 


0,03-—0,04 


0,06 


0,12 


0,14 

0,06 

0,03 
0 


lésung?) ersetzt, die des Muskels B 
zuckerlésung + 0,6 °/, Amylalkohol. 

Der weitere Verlauf des Versuches, namentlich auch das 
Verhalten der Phosphorsiureausscheidung, das stets in ein- 
halbstiindigen Perioden festgestellt wurde, entspricht im wesent- 
lichen durchaus dem in friiher besprochenen Versuchen be- 
obachteten und ist im einzelnen aus der Tabelle 6 ersichtlich. 
Bemerkt sei nur noch, daB gerade in diesem Versuch eine be- 
sonders vollstindige Wiederherstellung der urspriinglichen Er- 
regbarkeit beobachtet wurde. 

Aus den Versuchen 4—6 ist also ersichtlich, daB der Ver- 
suchsverlauf unter den gegeniiber den Versuchen 1—3 etwas 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. 


| 4 


| a 





| Muskel B 


0 


0,01—0,02 


0,02 


0,02 


0,03 


0 








Versuchsanordnung und 
Versuchsverlauf 


Beide Muskeln in Ringer- 
lésung. 
6°° A frische Ringerlésung. 
B Ringerlésung 
+ 0,6 °/, Amylalkohol. 


6°° A isotonische Trauben- 
zuckerlésung. 
B isotonische Trauben- 
zuckerlésung + 0,6 °', 
Amylalkohol. 


78° Beide Muskeln isoto- 
nische Traubenzucker- 
lésung. 


8° Beide Muskeln in 
Ringerlésung. 





durch isotonische Trauben- 


‘) Nach unsern bisherigen Erfahrungen unterscheidet sich das 
Verhalten in isotonischer Traubenzuckerlésung nicht wesentlich von dem 
in isotonisecher Rohrzuckerlésung. 


CXXIV. 11 
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abgeiinderten Bedingungen (Zusatz des Narkoticums auch zur 
isotonischen Zuckerlésung) der gleiche blieb. Vielleicht war 
die charakteristische, den Anstieg der Phosphorsiureausschei- 
dung mindernde Wirkung der Narkose in den drei letzter 
Versuchen noch ausgesprochener, was ohne weiteres verstiind- 
lich ist. 

Diese Versuchsbeispiele, die durch Anfiihrung weiterer er- 
ginzt werden kénnten, mégen geniigen, um zu zeigen, dab 
unter der Kinwirkung von Narkoticis die Muskelfaser- 
grenzschichten der permeabilititssteigernden Wir- 
kung des Aufenthalts in isotonischer Rohrzuckerlésung 
und auch in isotonischer Traubenzuckerlésung weit weniger 
zuganglich als im nicht narkotisierten Zustand sind. 

In der Fig. 1 und 2 ist eine graphische Darstellung der 
Versuche 4 und 5 gegeben. 

Das eben geschilderte Verhalten steht in bester Uberein- 
stimmung mit der Anschauung, daB die charakteristische Wir- 
kung der Muskelnarkose, wenigstens, soweit sie sich auf dic 
Grenzschichten erstreckt, in einer Minderung der Alte- 
rationsfihigkeit besteht. 

Wenn die in einer Anzahl friiherer Untersuchungen ent- 
wickelte Anschauung, daB® gerade der Eintritt einer plétzlichen 
Durchlissigkeitsinderung (unter der Einwirkung der im Muskel- 
innern gebildeten Siure) Voraussetzung fiir das Zustandekommen 
der Kontraktion ist, richtig ist, so wird, wie wir glauben, durch 
die in der vorliegenden Arbeit geschilderten Versuche das Wesen 
der Muskelnarkose dem Verstaindnis niher gefiihrt. 

Durch die Einwirkung der Narkotica, die sich 
offenbar gerade in der Grenzschicht ansammeln, wird 
die letztere gleichsam und vielleicht sogarim wahrsten 
Sinne des Wortes starrer und duBeren LEinfliissen 
weniger zuganglich. 

Warburg hat in der letzten Zeit, namentlich auf Grund 
von Modellversuchen an Kohle, die Anschauung geduBert, dab 
es sich bei der Narkose um eine Art Verdrangung der fiir 
die Erregung notwendigen Substanzen durch das Narkoticum 
handele. 
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(siehe Versuch 4). 











Fig. 2 (siehe Versuch 5). 


Fig 1. 











mM 
° 
4 
Set 
A 
“4 
fen 
® 
Q 
= 
= 
o 
on 
=| 
= 
a 
© 
=] 
m 
~ 
@ 
a 
=| 
=) 

















+ 
| 
{ 
UAIEY TIDAL Ef 
| 


| | 
i 


NS 


























SE ES cee tietes 



























































a 
GL2 








158 H. Lange und A. Kappus, Untersuchungen iiber Narkose. 


Wir méchten dem beipflichten, insofern auch wir eine 
Konkurrenz zwischen dem Narkoticum und den fiir die Kon- 
traktion notwendigen Elektrolyten in ihrer Kinwirkung auf dic 
(srenzschichten annehmen. 

Dariiber hinaus tritt aber als Folge der Ansamm- 
lung des Narkoticums unserer Anschauung nach eine 
Anderung in den kolloiden Eigenschaften der Mem- 
bran ein, die, in ihrem Wesen der Beschwerung eines leichten 
Seidenstoffes nicht unahnlich, zu einem Starrerwerden und 
so zu einer Verminderung der Anspruchsfahigkeit auf 
Anderung in der Wasserstoffionenkonzentration fiihrt. 
In wieweit die eben entwickelten Anschauungen auch auf die 
Narkose anderer Organe iibertragen werden kénnen, soll hier 
nicht niher erértert werden. 


Zusammenfassung. 


1. Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Unter- 
suchung besteht darin, daB durch vorangehende Narkose der 
Anstieg der Durchlissigkeit der membranartigen Muskelfaser- 
erenzschichten beim Aufenthalt in isotonischer Rohrzucker- 
oder Traubenzuckerlésung stark verlangsamt, ja unter Um- 
_ stinden vollig verhindert wird. Nach Zuriickbringen in Ringer- 
lésung kénnen sich solche Muskeln wieder vollig erholen. 

2. Die eben erwihnte Feststellung steht im besten Kin- 
klang mit der Anschauung, daB das Wesen der Muskelnarkose 
in einer Verminderung der Alterationsfaihigkeit der Muskel- 
fasergrenzschichten besteht. Weder in einem Zustand ver- 
minderter noch in einem solcher erhéhter Durchlissigkeit ist 
die wesentliche Ursache der Narkose zu erblicken, sondern in 
einer Verminderung der Anspruchsfihigkeit auf permeabilitiits- 
aindernde Hinfliisse. 
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Kinetische Untersuchungen an Saccharase. 
Von 
H. vy. Euler und K. Myrbiick. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1922.) 


I. EinfluB der Substratkonzentration. 


Schon durch die iltesten kinetischen Versuche iiber 
Saccharase wird es deutlich, daB die fiir den einfachsten Fall 
von Katalyse geltende Forderung, Unabhangigkeit des Reaktions- 
koetfizienten : 


von der Substratkonzentration bei der Inversion durch Saccha- 
rase nur fiir sehr geringe Zuckerkonzentrationen zutrifit. Die 
folgende Tabelle aus einer zuverliissigen Experimentalarbeit von 
Adrian Brown!) laBt als obere Grenze fiir die Konstanz von 
k eine Rohrzuckerkonzentration von etwa 0,8°/, erkennen. 








g Rohrzucker g Rohrzucker k 10¢ 
in 100 ecm invertiert in 60 Min. 
2 0,308 13,2 
1,0 0,249 21,9 
0,5 0,129 23,9 
0,25 0,060 22,8 








Wir werden im folgenden sehen, daB diese Grenze der 
Zuckerkonzentration keine absolute ist, sondern sich mit der 
Menge des in der Lésung vorhandenen aktiven Enzyms dndert. 





') Adrian J. Brown, Jl. Chem. Soc. London Bd. 81, S. 373 (1902). 
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Bei hohen Zuckerkonzentrationen herrscht ebenfalls eine 
einfache Beziehung; unter im ibrigen gleichbleibenden Ver- 
haltnissen ist namlich die in der Zeiteinheit umgesetzte absolute 
Zuckermenge konstant. DemgemiéB ist auch das Produkt aus 
Reaktionskoeffizient und Zuckerkonzentration k-c eine kon- 
stante GréBe. 








g Rohrzucker | °/, Rohrzucker | g Rohrzucker 
in 100 ecm invertiert in invertiert in k+10* | ke10*-¢ 
€ 60 Min. 60 Min. 
4,89 25,20 1,230 21,0 102,17 
9,85 13,8 1,355 10,7 105,4 
19,91 6,8 1,355 5,1 101,5 
29,96 4.1 1,285 3,1 92,9 
40,02 2,7 1,076 2,0 80,0 














Erst bei Rohrzuckerkonzentrationen iiber 20°/, fillt das 
Produkt k-e wieder etwas ab. 

Wir iibergehen hier eine Anzahl kleinerer oder gelegent- 
licher Versuchsreihen, da sich dieselben nicht iiber das Kon- 
zentrationsgebiet erstrecken, welches uns hier in erster Linie 
interessiert, und nehmen gleich Bezug auf die wertvolle Unter- 
suchung von Michaelis und Menten!?), deren Ergebnisse 
durch Euler und Laurin?) im wesentlichen bestiitigt werden 


konnten. 
Michaelis und Menten bestimmten die Anfangs- 


geschwindigkeiten der Inversion bei wechselnder Rohrzucker- 
konzentration c und zwar variierten sie c von 0,005 n bis 
0,8 n, also rund 0,17—27 °/,. 














7 Konz. des Rohrzuckers 
Anfangsgeschwindigkeiten 
norm. "le 
: : = 

0,063 0,317 | 0,080 0,770 26,3 
0,075 0,317 | 0,036 0,385 13,15 
0,075 0.215 | 0,037 0,192 6,57 
0,068 0,019 | 0,084 0,096 3,28 
0,058 | — | 0,028 0,048 | 1,64 





) Michaelis und Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1913). 
2) Euler und Laurin, Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920). 
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Von der Konzentration von 5°/, an aufwirts zeigt sich 
in den meisten Fallen die Anfangsgeschwindigkeit von der Rohr- 
zuckerkonzentration unabhangig. 

Unsere eigenen Versuche haben wir mit der friiher 6fters 
peschriebenen Methodik ausgefiihrt. 

Das Versuchsvolumen betrug jedesmal 100 ccm. Die Zucker- 
menge ist in g per 100 com Loésung angegeben. Die Aciditit 
wurde auf p,, = 4,45 mittels Phosphatpuffer konstant gehalten. 

Die Drehung zur Zeit 0 wurde durch Extrapolation der 
Messungen zwischen 0,5—2 Minuten ermittelt. Die Anfangs- 
drehung unterschied sich von den heobachteten Drehungen 
iibrigens nie mehr als um 0,1°. Bei den sehr kleinen Rohrzucker- 
konzentrationen wurde die Anfangsdrehung rechnerisch (aus der 
zur Versuchsmischung zugesetzten Rohrzuckerlésung) ermittelt. 

Die zur 1. Versuchsreihe angewandte Enzymlésung ist in 
unserem Laboratoriumstagebuch mit 3 «@ A (+ 0° = 17 Min.) be- 
zeichnet. Ks wurde so viel Enzym angewandt, daB & bei der 
sewohnlichen Rohrzuckerkonzentration (8 °/,) um Werte 1000- 
10-* annahm. Zu den Versuchsreihen 2 und 3 wurden Pri- 
parate vom Zeitwert 1,44 Minuten verwendet. 

Die Inversion wurde in den entnommenen Proben dadurch 
abgebrochen, daB jede Probe von 20 ccm in einen Kolben ein- 
pipettiert wurde, welcher einen Tropfen konz. NaOH enthielt. 
Die nachstehend angegebenen Drehungen beziehen sich auf 
Ablesungen im 2 dm-Rohr. 


30 g Rohrzucker in 100 cem Lésung. 














Minuten Drehung I: + 104 
0 39,70° i 

5 33,38 108 

10 28,30 104 

45 2.17 115 

60 — 3,47 118 

75 — 6,90 117 
132 — 10,92 95 
(380) (— 12,25) (40) 

— 13,94 
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In obiger Tabelle gaben wir als Beispiel den ganzen Ver- 
lauf einer Inversion an, um zu zeigen, in welchem Gebiet ; 
als konstant angesehen werden kann. 

Ks folgen nun 3 Versuchsreihen mit sehr verschiedenem 
Enzymgehalt. In jeder Versuchsreihe sind die Rohrzucker- 
konzentrationen von 0,5—8 °/, untersucht worden. 


1. Versuchsreihe. 





Drehungsiinderung 
5 cama i:+ 10* k}» g Zucker} per Minute zu Beginn | Beil. 
an SP Goes der Reaktion (Grade) 
0,5 2352 1176 0,39 
1,0 2407 2407 0,75 2 
1,5 2063 3094 1,038 ‘ 
2,0 1850 3700 1,29 4 
3,0 1370 4110 1,50 5 
4,0 1170 4680 1,71 6 
0,0 973 4685 1,70 7 
10,0 472 4720 1.65 8 
20,0 226 4520 1,70 9 
30 112 3360 1,14 10 
40 13,3 2932 1,19 11 
50 42 2100 081 12 
62, 19,5 1210 — _ 
70,0 16 1120 0,50 13 














Bei dem hohen Enzymgehalt der untersuchten Liésung ist, 
wie aus der T'abelle und der Fig. 1 hervorgeht, die Reaktions- 
konstante schon von 1°/, igen Lésungen an abhingig von der 
Konzentration des Rohrzuckers. Mit steigender Rohrzucker- 
konzentration fallt die Konstante und zwar im Gebiet 4 bis 
20°/, Rohrzucker proportional mit steigender Substratmenge. 
so daB das Produkt 2-Rohrzuckerkonzentration in diesem Ge- 
biet konstant ist. 


Aus der Fig. 2 wird deutlich, da8 sich die Wirksamkeit 
der verdiinnten Saccharaselésung in ihnlicher Weise indert 
wie die der konzentrierteren. 

Es zeigt sich ferner, da die Wirksamkeit bei sehr hohen 
Zuckerkonzentrationen nicht etwa dem Nullwert zustrebt, 
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2. Versuchsreihe. 
























































































































| g Zucker i: + 104 /;- ¢ Lucker Beil 
in 100 cem 7 — ; 
| 
8,0 110 880 15 
19,0 30 570 16 
40,0 6,2 248 17 
60,0 2,86 172 18 
~ 
| 
ao ) 
| | | 
Mi eee Drees ae Pp 
| : -~ 
| | 
Ae Se ee Sm " | 
By by a ; oe oe | 
N | | 
‘ | | : | | | 
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N | | 
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7 : nan ee 
3 j { | 
; | me 
, 74 ae Seles a : 
: 
ncn | = | a J | . 
4 G £000 2000 3000 ¥000 5000 7 25 JSD 2 = L00 F235 
a 4 P 
4 kt. 20" X G ZLCkEer ds. 10° X Yo Zucka 
] Fig. 1. Fig. 2. 
. _ sondern einem von der Zuckerkonzentration wenig abhingigen 
'  endlichen Wert beibehiilt. 
Beziiglich der Berechnung der Reaktionskonstanten in so 
' konzentrierten Substratlésungen, wie 60°/,iger Rohrzucker- 
|  lésung, ist folgendes zu bemerken: 
: Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf g Zucker 
' in 100 cem Lésung. In einer Lésung, welche 60 g Rohrzucker in 


) © 100 ccm enthilt, kann die Konzentration des Wassers nicht 
' mehr konstant gesetzt werden, so daS in diesen Fallen die 
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Inversion eigentlich als bimolekulare Reaktion zu berechney 
wire. AuBerdem ist aber der osmotische Druck in diesem 
Gebiet nicht proportional der Konzentration, sondern steigt 
schneller als diese, was bei der Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes zu beriicksichtigen ist, und schlieBlich ist anzunehmen, 
daB der Lésungszustand des Enzyms und damit auch seine 
Wirksamkeit in einem so konzentrierten Lésungsmittel, wie 
etwa 5°/,ige Rohrzuckerlésung eine andere ist als in reinem 
Wasser. Dieser letztere Umstand scheint sich iiberwiegend 
geltend zu machen, da das Produkt &-g Rohrzucker bei hohen 
Zuckerkonzentrationen etwas abnimmt. Den Gang dieser A)- 
nahme kénnen wir aber nicht berechnen, da die Unterlagen 
dazu fehlen. 


3. Versuchsreihe. 


Das niichste Ziel dieser Messungen war die Bestimmung 
der Nonstanten 
[Enzym] x [Substrat] _ 
([Enzym-Substrat] ~~ 


bei verschiedenen Enzymkonzentrationen, und wir haben zu 
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diesem Zweck in einer besonderen Versuchsreihe untersucht, 
bei welchen Rohrzuckermengen die Saccharase gerade die 
Halfte ihrer maximalen Wirksamkeit besitzt. Wir haben, 
der Hypothese von Michaelis folgend, angenommen, dab in 
diesem Fall gerade die Halfte des Enzyms an das Substrat 
sebunden ist. | 

Die Versuchszahlen sind die folgenden: 


Zeitwert: 1,44 Min. 





g Lucker 10 | k+gZucker| Beil. 

in 100 eem 
8 15,7 125.6 i9 
4 30,6 122.0 20 
2 56.4 112.8 21 
1,33 80 106 22 
0,84 92 77 23 
0,5 109 D4 24 
g 40 320 
4 82 328 25 
2 144 2388 26 
1 214 216 27 
0.5 238 119 28 











Geht man von der Voraussetzung aus, dab die Wirksam- 
keit der Saccharase in einer Rohrzuckerlésung durch die Kon- 
zentration der Verbindung zwischen Enzym und Substrat ge- 
geben ist, und nimmt man weiter an, daB eine solche aktive 
Verbindung aus je 1 Molekiil Enzym und 1 Molekil Rohr- 
zucker besteht, so findet man die Konstante des Gleich-, 
sewichtes 

[Enzym] x [Substrat} —_;- 

(Enzym-Substrat} =” 
wo {] Konzentrationen bedeutet, aus dén Kurven der Fig. 1—3, 
indem man beim maximalen Wert des Produktes K g Zucker 
eine vollstindige Bindung des Enzyms annimmt, demgema’bB 
wire beim halben maximalen Wert die Hilfte des Enzyms 
vebunden, die andere Hialfte in freier Form vorhanden. Be- 
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rechnet man in dieser Weise die drei angegebenen Versuchs- 
reihen, so findet man fiir Ky: die Werte 0,027 bzw. 0,0175 
und 0,020. 

Bei der Beurteilung dieser Resultate ist zuniichst zu be- 
riicksichtigen, da es sich um auBerordentlich groBe Ver- 
schiedenheiten in der Konzentration und Reinheit des Enzyms 
handelt. 

Ferner ist die Annahme der Zusammensetzung: | Mol. 
Enzym + 1 Mol. Substrat hypothetisch, und die Annahme einer 
solchen Verbindung verdient auch vor derjenigen anderer Ver- 
haltnisse keinen Vorzug.') Vielmehr wire die Zusammensetzung 
erst aus den angegebenen Kurven zu errechnen. 

EKinstweilen sei als Mittelwert fiir Kj, der Wert 0,02 an- 
genommen, welcher zwischen den friiher von Michaelis und 
Menten?) und von Euler und Laurin’) gefundenen liegt. 





) Siehe hierzu die Besprechung in Fermenttorsch. 4, 142 und zwar 
181 (1920). Auch die Voraussetzung der Berechnung von K,,, daB in 


einer Saccharaselésung Jf proportional dem Gehalt an reinem Enzym 
ist, kann noch nicht als bewiesen gelten. An sich inaktive, an das 
Enzymmolekiil chemisch gebundene Gruppen kénnen die Wirksamkeit 
(Jf) des Enzyms nach einer unbekannten Funktion iindern. 

*) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 

*) Euler u. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8S. 55 (1920). 





Kinetische Untersuchungen an Saccharase. 


Beilagen. 





¢ Zucker Drehung im 
in Minuten 2 dm-Robr >» 10* Mittel 

109 eem Grade 

0,5 0,69 

0,47 
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0,18 

0,07 
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Nr. 


ol 


10 


11 








g Zucker 
in 
100 cem 


d,0 


10,0 


30,0 


40,0 


50,0 





Minuten 





Drehung im 
2 dm-Rohr 
Grade 
6,94 

3,55 

— 0,20 
- 448 
— 2,44 


13,88 
10,43 
8,92 
6,27 
1,04 
— 0,87 
~~ as 
— 488 


27,76 
24,15 
22,70 
13,43 
— 9,80 


39,70 
38,38 
28,30 
2,17 
"at 
— 6,90 
— 13,94 


55,52 
42,48 
25,55 
4,58 
— 19,52 


69,4 
57,2 
39,65 
18,1 
— 24,4 








k + 10* Mitte] 


112 


73,3 
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13 


ib 


i9 








g Zucker 


in 
100 ecm 


19,0 


40,0 


60,0 





Minuten 


1 dm-Rohr 


0 
60 
120 
2 dm-Rohr 


2 dm-Rohr 
Grade 


97,3 
82,6 
60,0 


5,30 
3,60 
2,52 
1,84 
— 1,86 


12,62 
11,50 
10,12 
— 4,64 


27,28 
24,87 
22,35 

— 9,58 


41,06 
39,25 
37,75 
— 14,36 





Drehung im 





k + 10* 


+ 10* Mittel 


16 


110 


30 
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¢ Zucker Drehung im 
Nr. in Minuten 2 dm-Rohr +104 |k+10* Mitte] 
100 cem Grade 

23 0,84 0 0,55 “ee 
42 0,12 90 92 
70 — 0,05 94 
L — 0,19 = 

24 3.5 0 0,30 — 
25 0,11 108 109 
40 0,04 109 
L — 0,11 am 

29d 4 0 2,63 — 
13 1,87 80 82 
27 1,18 84 

26 2 0 1,30 _ 
13 0,70 139 144 
28 0,21 149 
y — 0,46 sss 

27 1 0 0,60 —_ 
11 0,27 208 214 
21 0,06 220 
sf — 0,22 soee 

28 0,5 0 0,30 
10 0,13 233 238 
18 0,04 243 
L — 0.11 — 



































Einflu8B der Reaktion auf die Wirkung des Trypsins. 
2. Mitteilung. 


Von 


W. E. Ringer. 





(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie der Universitit Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1922.) 


In der ersten Mitteilung!) zeigte ich, daB es eigentlich 
keine gut definierte optimale Reaktion fiir die fibrinlésende 
Wirkung des Trypsins gibt. Je kiirzer die Versuchsdauer, je 
alkalischer die optimale Reaktion. Bei meinen Lésungsver- 
suchen mit Fibrin, mit einer Versuchsdauer von 11—15 Minuten, 
wurde die kraftigste Wirkung bei einer Reaktion, difiniert 
durch py = 11,3—11,4, beobachtet.”) Durch dieses Verhalten 
wurde die Vermutung, daB Trypsin bei so stark alkalischer 
Reaktion schnell inaktiviert wird, nahegelegt. Als ich dann 
diese Inaktivierung bei verschiedenen Reaktionen studierte, 
zeigte sich, daB bei einer Reaktion p,, = 12, bei 37° das Enzym 
in weniger als zwei Minuten zur Hilfte vernichtet wird. Die 
mit wechselnder Versuchsdauer wechselnde Lage der fiir die 
Trypsinwirkung optimalen Reaktion ist also leicht erklirlich. 
Wenn das Enzym von den OH-Ionen nicht geschidigt wiirde, 
s0 wire zu erwarten, daB die kraftigste Lésung des EiweiBes 
bei der Reaktion, bei der die Quellung am stirksten ist, also 
bei einer Reaktion p, = 12,4), stattfinden sollte. Nachdem 
dieser Zusammenhang zwischen KiweiBquellung bei alkalischer 


') Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921). 
‘) aa. 0. & 118. 
3) a. a. O. S. 127. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CXXIV. 12 
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Reaktion, Trypsinwirkung und Trypsinvernichtung gefunden war, 
lag es nahe, zu untersuchen, ob auch fiir die weitere spaltende 
Wirkung des Trypsins auf geléstes Eiwei8 derselbe Zusammen- 
hang bestehe. Und weiter war es wichtig, den HinfluB von 
verschiedenen Salzionen auf die Trypsinwirkung zu untersuchen. 
Bei der Wirkung des Pepsins auf Fibrin hatte sich ergeben, 
daB besonders die negativen Ionen, die die Quellung des positiy 
geladenen Eiweibes beeintrachten, die Pepsinwirkung herab- 
setzen. Hier wire also der gréSte EinfluB der positiven Ionen 
auf die EiweiBlésung zu vermuten. Ich méchte nun iiber 
weitere Versuche iiber die Bedingungen, die die Trypsinwirkung 
beeinflussen, berichten. 

Als Trypsin habe ich wieder meistens aus Pankreas (vom 
Schwein, oder ein einzelnes Mal auch vom Rind) erhaltenes 
und gereinigtes Nucleoproteid, aktiviert mittels Enterokinase, 
oder auch wohl Calciumchlorid, gebraucht. 

Zuerst habe ich dann die Wirkung dieses Enzyms auf 
koaguliertes Hiihnereiwei8 in Mettschen Réhrchen studiert. 
Weil hierbei eine lingere Versuchsdauer als zur Liésung des 
Spritblaufibrins notwendig ist, war im voraus zu erwarten, dai 
die kriftigste Wirkung bei einer Reaktion mit kleinerem 
Pq als 11,4 gefunden werden sollte, was sich auch bestitigt hat. 

Die Resultate von zwei Versuchsreihen seien hier mit- 
geteilt. Es wurden 20 oder 36 mg Trypsin gelést in Mischungen 














Tabelle I. 
Trypsinwirkung auf Mettsche Eiweibréhrchen. 20 mg Trypsin. 
- h - eer Std 
ecm NaOH | cem H,O | — — 
2 vor | nach | bei 37° und 
24 Std. Verdauung | 24 Std. bei 15° 
I 0,54 4,46 8,8 0,1 0,9 
I 1,07 3,93 9,1 0,5 0,8 
Il 2,14 2,86 9,5 0,7 2,6 
IV 3,22 1,78 9,9 8,7 0,9 2,3 
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Tabelle IL 
Trypsinwirkung auf Mettsche EiweiBréhrchen. 30 mg Trypsin. 








Py 








ecm NaOH j| cem H,O vor | nach Verdauung 
24 Std. Verdauung | nach 24 | nach 48 Std. 
I 1,61 5,39 9,3 0,6 0,8 
1 2,14 4,86 9,4 0,8 1,0 
nt 8,22 3,78 9,9 8,7 1,2 1,9 
IV 5,36 1,64 11,2 1,0 1,4 
V 7,51 0,00 12,0 0,8 1,3 














von je 5 com Glykokollésung (7,505 g pro Liter) und 
wechselnden Mengen 0,1/n-Natronlauge und Wasser. Zwei 
EiweiBréhrchen nach Mett in jedes Schilchen. Temperatur 
37°. Messung der Verdauung nach 24 und 48 Stunden. 

Wie zu erwarten, wurde die kriftigste Wirkung unter 
diesen Bedingungen bei weit niedrigerem p,, als 11,4, naimlich 
bei etwa 9,5 gefunden. Und wir sehen, daf eine anfingliche 
Reaktion von etwa p, = 10,0, bei einem Fliissigkeitsvolum 
von 10—12 ccm und zwei Ejiweibréhrchen, und einer Ver- 
dauungszeit von 24 Stunden die stiarkste Verdauung gibt. 

Ich habe sodann den EinfluB von Salzen auf die lésende 
Wirkung des Trypsins untersucht. Friiher habe ich gezeigt, 
daB die lésende Wirkung des Pepsins auf Fibrin bei p,, = etwa 
2,5 von Salzen in 0,0067 aquivalenter Lésung schon merklich 
gehindert, von Rhodanat und Sulfat sogar fast ganz unterdriickt 
wird‘) Auch Kaliumferrocyanid hebt schon in sehr kleiner 
Konzentration die Pepsinwirkung fast ganz auf. Man konnte 
im Voraus erwarten, daB der EinfluB des Rhodanats, Sulfats 
und Ferrocyanids auf die Trypsinwirkung, also bei alkalischer 
Reaktion, keineswegs eine so besonders groBe sein wiirde. Und 
diese Erwartung hat sich als eine richtige gezeigt. Folgende 
Versuchsreihe mit Salzen wird dies zeigen. 

Versuchsreihe, um den Kinflu8 von Salzen auf die Fibrin- 
lisung mittels Trypsin zu studieren. Trypsinlésung: 30 mg in 


a 





1) Diese Zs. Bd. 95, S. 244 (1915). 
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einer Mischung von 7,52 ccm der Glykokollésung und 0,53 ccm 
0,1/n-Natronlauge und 7 ccm Wasser. Je 100 mg Spritblav- 
fibrin in einer Mischung von 4,40 ccm Glykokoll, 5,6 ccm 
Natronlauge und 2 ccm Wasser. Temperatur 37°, Verdauungs- 


zeit 15 Minuten. 
Tabelle III. 


Einflu8 von Salzen mit einwertigem Kation (Kalium) auf die Fibrinlésung 
mittels Trypsin. p,, etwa 11,1. Konzentration der Salze 0,022 aquivalent. 























Salz A ee. me Verdauung (Kolorimeterzah)) 
I Kein 1,000 1,00 
II KCl 0,767 0,74 
Ill | KNO, 0,813 0,79 
IV KCNS 0,784 0,98 
V K,SO, 0,784 0,75 
VI K,Fe(CN), 0,841 0,91 


Alle Salze haben die Quellung etwas herabgesetzt, aber 
wie zu erwarten, das Sulfat, Rhodanat und Kaliumferrocyanid 
keineswegs in besonderem Mab. Und wie man sieht, haben 
alle Salze gleichfalls die Verdauung etwas beeintrichtigt, aber 
die drei genannten Salze keineswegs stark und das Rhodanat 
und Kaliumferrocyanid sogar auBerst wenig. Und doch ist 
diese Salzkonzentration mehr. als dreimal gréBer als die Sulfat- 
(oder Rhodanat-) Konzentration, die die Pepsinwirkung fast 
ganz unterdriickt. Man kénnte aber nichts anderes erwarten. 
Das einwertige Kaliumion hat keinen groBen EinfluB auf 
Quellung und Trypsinwirkung, und die mehrwertigen Anionen 
beeintrichtigen das gleichfalls negativ geladene EKiweiB nicht 
oder kaum. Ich habe in weiteren Versuchen die Salzkonzen- 
tration noch gréBer gemacht, aber auch dann zeigte sich, dab 
Kaliumferrocyanid und Rhodanat sowie Sulfat weder auf 
Quellung noch auf Trypsinwirkung einen stirkeren EinfluB aus- 
iibten als z. B. Kaliumchlorid. 

Ich hatte friiher eine sehr stark hemmende Wirkung von 
gallensauren Salzen auf die Pepsinwirkung gefunden.') Bei 





1) Archives Néerlandaises de Physiologie de l'homme et des ant- 
maux, tome 3, p. 349 (1919). 
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einer Konzentration von 0,001 dquivalent Gallensiure war die 
Hemmung schon sehr stark und weit stirker als diejenige des 
Sulfats bei gleicher Konzentration. Ich habe jetzt sodann den 
KinfluB der gallensauren Salze auf die Trypsinwirkung unter- 
sucht. Wir werden sehen, daB die gallensauren Salze die 
Quellung des KiweiBes bei der alkalischen Reaktion nicht sehr, 
die lisende Wirkung des Trypsins aber stark hemmen. Nichste 
Versuchsreihe zeigt dies deutlich. 

Je 100 mg Spritblaufibrin in einer Mischung von 4,4 ccm 
Glykokollésung, 5,6 ccm Natronlauge 0,1/n- und Wasser bis 
zu einem Gesamtvolum von 12 ccm. Zu jedem Rohrchen 1 ccm 
einer Trypsinlésung, 40 mg in 7,5 ccm Glykokollésung, 0,5 ccm 
Natronlauge und 7 com Wasser. 


Tabelle LV. 


Einflu8 von gallensauren Salzen auf die eiweiBlésende Kraft 
des Trypsins. 














Salz Aquivalent- | Quellung| Trypsin- | p,, vor der 
konzentration | m.M. | wirkung Trypsinwirkung 
i} Kein 0 19,6 1,0 11,54 
II} NaCl 0,042 15,0 0,4 11,57 
il} gallens. Salze 0,0052 19,7 0,2 a 
IV y " 0,0104 19,2 0 _ 
ee : 0,0208 18,9 0 11,44 
VI . , 0,0417 14,6 0 Be 

















Die Trypsinwirkung auf das gequollene Fibrin wird also 
von 0,005 ‘aquivalent gallensauren Salzen schon nahezu ganz 
aufgehoben, trotzdem die Quellung noch nicht merklich ab- 
genommen hat. Hier zeigt sich also noch deutlicher als bei 
der Pepsinwirkung, daB die gallensauren Salze nicht nur durch 
einen méglichen Hinflu8 auf die Quellung die lésende Wirkung 
des Pepsins und des Trypsins herabsetzen kénnen, sondern 
daneben noch einen anderen EinfluB ausiiben, wahrscheinlich 
wohl, weil diese Salze infolge ihrer starken Oberflichenaktivitat 
sich an die Substratoberfliche anhaiufen und so eine mechanische 
Behinderung fiir die Enzymwirkung darstellen. 

Mit reinem Natriumglykocholat wurde ein ahnliches Resultat 
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erhalten, auch dieses Salz hat dem Quellungsgrad nur wenig 

abgenommen, hemmte aber die Trypsinwirkung in einer Kon. 

zentration von 0,007 Mol. pro Liter schon ganz stark. 
Folgende Tabelle zeigt diese Hemmung. 














Tabelle V. 
EinfluB yon Natriumglykocholat auf die eiweiBlésende Kraft des Trypsins. 
&0 4 8 nt 
ae as a.:/ 46 
4 Aquivalent- | Ba | 25 Pu nach der 
i konzentration | 2 ¢ ee T inwirk 
— rypsinwl oF 
a & a = yp r ung 
I] Kein 0 38,5 | 1,00 10,91 
If} Natriumglykocholat 0,0078 39,0 | 0,52 = 
lil 0,017 82,5 | 0,32 ie 
IV a 0,035 31,9 | 0,28 10,96 

















Man konnte erwarten, daB mehrwertige Kationen die eiweil 
lésende Wirkung des Trypsins in héherem MaB als mehrwertige 
Anionen hemmen wiirden. Ich habe dazu die Wirkung von 
Kalium-, Magnesium- und Calciumionen miteinander ver- 
glichen, Wieder wurden je 100 mg Spritblaufibrin in Mischungen 
von 4,4 ccm Glykokollésung, 5,7 ccm 0,1/n-Natronlauge und 
Wasser oder Salzlésung zu einem Volum von 12 ccm gebracht. 
40 mg Trypsin, gelést in 7,5 com Glykokollésung, 0,5 ccm 
0,1/n-Natronlauge und 7 ccm Wasser. Zu jedem Réhrchen 
1 ccm Trypsinlésung. 12 Minuten Trypsinwirkung, wie immer 
bei 37°.  Aquivalentkonzentration der Salze 0,007 (also 
0,0035 Grammolekel CaCl, pro Liter). 














Tabelle VI. 
Einflu8 von zweiwertigen Kationen auf die lésende Wirkung des Trypsins. 
—_—__——_ $$$ ey 
Sal inwirk .— 
alz Quellung Trypsinwirkung Fepateeidinens 
I Kein 1,00 1,00 11,04 
Il KCl 0,90 0,70 _ 
iil MgCl, 0,87 0,70? triibe 10,80 
IV CaCl, 0,82 0,33 11,20 
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Das Magnesium war zum Teil ausgefallen, weshalb die 
Hemmung ziemlich gering ist. Wir hatten noch eine Anzahl 
andere Salze auf ihre Wirkung untersucht, so z. B. HgCl,, 
AlCl,. Aber obgleich unter diesen Umstiinden die Quecksilber- 
lésung klar blieb, waren doch zweifelsohne nur sehr wenig 
Mercuriionen in der Lésung, und in der Aluminiumlésung 
waren gewiB auch keine dreiwertigen Aluminiumionen zu finden. 
Diese Salze hemmten denn auch nicht stark. Daf die hemmende 
Wirkung des Magnesiums gering war ist auch klar, aber wir 
sehen, daB Calciumionen bei dieser Konzentration die Fibrin- 
lésung schon sehr stark beeintrichtigen. Der Unterschied mit 
der Wirkung der Salze mit einwertigem Kation, aber mit in 
saurer Liésung stark quellungshemmendem Anion (CNS) oder 
mit mehrwertigen Anionen (SO,, Fe(CN),) ist also besonders 
deutlich (siehe Tabelle II). Diese Salze hemmen in einer 
dreimal gréBeren Konzentration viel weniger als CaCl,. 

Ich habe weiter einige Versuche angestellt mit dialysiertem 
Serum. Bei der hydrolytischen Spaltung von geléstem EiweiB 
durch Trypsin andert sich die Reaktion schon bald sehr be- 
deutend, und um diese Reaktion einigermaBen konstant zu 
halten, ist es nétig, eine sehr groBe Menge von Reaktions- 
regulatormischung zuzugeben. Das habe ich nicht getan, und 
bei meinen Versuchen hat sich denn auch die Reaktion merk- 
lich geiindert. Aber ich glaube, daB doch aus den Beobachtungen 
zu schlieBen ist, daB auch fiir diese spaltende Wirkung des 
Trypsins die optimale Reaktion bei ziemlich grofem p,, liegt. 

Bei der Untersuchung iiber die Bedingungen, die die 
Pepsinwirkung beeinflussen, war ich zu der Meinung gelangt, 
daB anfangs der Quellungsgrad von maBgebender Bedeutung 
ist. Die Schnelligkeit, mit der Fibrin durch Pepsin gelést 
wird, hiingt in erster Ordnung vom Quellungsgrade ab, Salz- 
ionen, die diesen beeintrichtigen, hemmen in gleichem MaB die 
Auflésung. Auch die ersten weiteren Spaltungen des gelésten 
KiweiBes hingen noch vom Quellungsgrade ab, aber wenn die 
KiweiBteilchen kleiner geworden sind, dann ist die Eiweib- 
oberfliche und damit der Kontakt mit dem Wasser bald so 
eroB geworden, dab der Quellungsgrad die Enzymwirkung nicht 
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merklich mehr beeinfluBt.') Dabei ist dann auch die innere 
Reibung der Lésung bei allen Séuregraden gleich oder nahezu 
gleich. Natives Kiwei$ und die ersten daraus bei der Proteolyse 
entstehenden Produkte, wie die sogenannte Heteroalbumose 
weisen in ihren Lésungen eine maximale innere Reibung bei 
einem bestimmten Sauregrade auf. Aber bei den niederen 
Produkten verschwindet dieses Maximum und die innere 
Reibung andert sich kaum mehr mit der Saiuremenge. Die 
kleinen Teilchen sind zwar gewiB bei einer gewissen Séiuremenge 
maximal gequollen, aber der Hinflu8 auf die innere Reibung 
schwindet. Trotzdem aber wird die Kurve, die den Zusammen- 
hang zwischen Pepsinwirkung und p,, darstellt, auch jetzt noch 
ein deutliches Maximum zeigen, das ich in der Zeit von der 
elektrischen Ladung der kleinen EiweiBteilchen abhangig ge- 
dacht habe. 

Ich habe jetzt eine Anzahl Beobachtungen iiber die innere 
Reibung von EiweiSlésungen bei alkalischer Reaktion gemacht, 
iiber deren Resultate ich hier einige mitteilen méchte. 

Fiir eine erste Versuchsreihe wurde dialysiertes Pferde- 
serum gebraucht mit 3,8°/, EiweiB und 0,07°/, Asche, fiir 
eine zweite Versuchsreihe enthielt das dialysierte Pferdeserum 
5,8°/, HiweiB, Aschegehalt nicht bestimmt. Dieses zweite 
Serum war nur wihrend 24 Tagen dialysiert. Zuerst wurde 
der Einflu8 von Kaliumsulfat und Calciumchlorid auf die 
innere Reibung in saurer Lésung untersucht. Nebenstehende 
Tabelle VII gibt die erhaltenen Resultate. 

Beim ersten Serum haben sich die Reaktionen etwas ge- 
indert; bei diesem lange dialisierten Serum wird die innere 
Reibung von der Siure verhiltnismaBig nur wenig erhéht, doch 
ist der gréBere EinfluB vom zweiwertigen negativen Ion tiber 
dem zweiwertigen positiven lon deutlich zu sehen; aber viel 
deutlicher tritt diese Erscheinung beim zweiten Serum zutage. 
Das ist gerade, wie erwartet werden kénnte; beim positiven 
EHiweiB haben die mehr valenten negativen Ionen den gréBten 





1) Salze, die die Quellung herabsetzen, hemmen in solchen Fallen 
die Verdauung nicht merklich mehr. 
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Tabelle VII. 


EinfluB von SO,- und Ca-Ionen auf die innere Reibung von EiweiB- 

ljésungen bei saurer Reaktion. Vom ersten Serum 15 ccm, vom zweiten 

10 cem mit Salzsiiure, Wasser und Salzlésung auf 25 ccm. Temperatur 18°. 
Viscosimeter mit reinem Wasser (10 cem) 109,2 Sekunden. 








Erstes Serum, Zweites Serum, 
Salzsiiurenormalitiit 0,036 | Salzsiurenormalitat 0,029 


Innere Reibung Innere Reibung | 











(Sekunden) Py (Sekunden) | “4 
Kein Salz 149,0 2,46 192,0 2,43 
K,80, 0,02 iiquiv. 131,1 2,64 136,3 2,47 
CaCl, 0,02 ,, 136,0 2.87 155,4 | 237 


KinfluB auf die innere Reibung. Ich habe frither gefunden, da8 sich 
die innere Reibung von EiweiBlésungen bei Saiuregehalten von 0,02 
oder 0,03 normal Salzsiure nur langsam andert, auch hier anderte 
sich die Viscosimeterzahl beim zweiten Serum in der salzfreien 
Lisung, also 192,0, im Laufe von 2 Stunden nur um 2 Sekunden. 

Das Maximum der inneren Reibung wird beim Zugeben 
der Saure fast augenblicklich erreicht. Ganz anders ist aber 
die Sachlage in alkalischen Lésungen. Dann nimmt die innere 
Reibung stundenlang zu, geht endlich durch ein Maximum und 
nimmt dann wieder ab. Hier sind zweifelsohne zwei Fuaktoren 
im Spiel, der erste verursacht das langsame Ansteigen, der 
zweite das Abfallen. Dieser zweite Faktor ist wohl die Spaltung 
des KiweiBes durch die OH-Ionen, gleich so wie man in saurer 
Lisung eine allmahliche Spaltung durch die H-Ionen und damit 
eine allma&hliche Abnahme der inneren Reibung sieht. Wird 
die Konzentration der OH-lonen gréBer und gréBer, so wird 
das Maximum der inneren Reibung schneller erreicht, es ist 
nicht mehr so groB und die innere Reibung fallt schneller ab. 
Bei héherer Temperatur sieht man dieselbe Erscheinung. Ich 
habe eine Versuchsreihe mit dem ersten Serum bei 18°, eine 
zweite bei 37° angestellt. Sodann eine dritte mit dem zweiten 
Serum bei 18°. Folgende Tabellen geben die Resultate. Dabei 
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relative innere Reibung des EHiweiBes, wenn man die innere 
Reibung der Lisung als eine additive GréBe, zusammengesetzt 
aus derjenigen des Kiweifes und derjenigen der Lauge betrachten 
diirfte. Diese Betrachtungsweise ist selbstverstandlich keines- 
wegs richtig, aber wir bekommen so doch einigermaBen einen Ein- 
blick in das Verhalten des KiweiBes bei verschiedener Alkalitiit. 
Als AusfluBzeit ist diejenige, beobachtet 30 Minuten nach Zugabe 
der Lauge zum Eiwei, in der Tabelle verzeichnet. Diese Zeit 
ist willkiirlich gewihlt. Das Ansteigen und wieder Abfallen der 


inneren Reibung geht aus folgenden Beispielen deutlich hervor: 
KiweiBgehalt (erstes Serum) 1,46°/,. Normalitit Lauge 0,236. Temp. 18°. 
Viscosimeterzahl (Sekunden) 


Reines Wasser 109,2 

Eiweif ohne Lauge 118,4 
EiweiB mit Lauge 0,236 n. 

sofort nach Mischen 147,8 

nach 10 Minuten 153,7 

ye ae 159,8 

» 80 * 162,5 

, 2 -« 159,6 

, St 156,4 

, 2 ~ 156,3 


Das Maximum der inneren Reibung war hier also in etwa 
80 Minuten erreicht. Bei geringerer Normalitit, z. B. 0,06 n.. 
dauert das Erreichen des Maximums viel linger, bei dieser 
Normalitit war eine Abnahme nach 24 Stunden noch nicht 
deutlich zu erkennen. Bei héherer Temperatur gehen die beiden 
Prozesse schneller, wie aus folgendem Beispiel ersichtlich: 
EiweiBgehalt (erstes Serum) 1,46°/,. Normalitit Lauge 0,236. Temp. 37’. 
Viscosimeterzahl (Sekunden) 
Reines Wasser 73,2 
Eiwei8 ohne Lauge 78,8 


Eiwei8 mit Lauge 0,236 n 
5 Minuten nach dem Mischen 99,6 


ae ete z 104,4 
oo... oes 103,1 
ao x laa fi 101,38 
60, | tae . 99,6 
6 =. —— " 99,6 
90 Baas " 97,6 


24 Stunden .. a ‘i 87,3 











15 Minuten schon erreicht. 
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Das Maximum der inneren Reibung war hier also in etwa 
Bei einer Normalitit 0,06 dauerte 


dies 80 Minuten. Zum SchluB seien noch zwei Beispiele mit- 


geteilt, wobei das zweite Serum gebraucht wurde. 
EiweiBgehalt (zweites Serum) 2,32°/,. Normaliliit Lauge 0,236. Temp. 18°. 


Viscosimeterzahl (Sekunden) 
Reines Wasser 

Kiwei8 ohne Lauge 
Eiwei8 mit Lauge 0,236 n. 
10 Minuten nach dem Mischen 


39 9 3? 


9? ” 


9 ” > P] 


Das Maximum der inneren Reibung war hier auch wohl 


in etwa 80 Minuten erreicht, dagegen bei einer Normalitit 
0,079 noch nicht in 5 Stunden. 


Ks ist also wegen der Langsamkeit, mit der die innere 


Reibung dem Maximalwert zustrebt, und der KiweiBzersetzung, 
wodurch der Wert der inneren Reibung fortwihrend abnimmt, 
nicht méglich, den wirklichen Maximalwert, falls keine Kiweib- 
In folgenden 
Tabellen habe ich, willkiirlich, den Wert der inneren Reibung 
30 Minuten nach dem Zugeben der Lauge zu dem Eiweif, an- 
gegeben. 


zersetzung stattfinden wiirde, zu _ bestimmen. 


Tabelle VIII. 


Innere Reibung von EiweiBlésungen (erstes Serum) bei verschiedener 





Vill 





Wa 





Alkalitit. Temperatur 18°. EiweiBgehait 1,46°/,. 


Lésung 


| Normali- 
~ NaOH 


sse 


0 
0,016 
0,028 
0,039 
0,059 
0,079 
0,118 
0,156 
0,236 











Viscosimeterzahl 
(Sekunden) 
30 Minuten 


132,0 
146,0 153,7 n. 4%/, Stdn. 
152,0 162,4,, 24, 
154,0 163,8,,3  . 
158,0 153,3,, 24 ,, 
155,0 149,8., 24, 
158,0 








0,088 
0,109 
0,209 
0,335 
0,388 
0,404 
0,441 
0,407 
0,417 


st 


So | Lauge 





Beet 
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Tabelle IX. 


Innere Reibung von Eiweiflésungen bei verschiedener Alkalitit. Erstes 






































Serum. Temperatur 37°, EiweiBgehalt 1,46°/,. 
= 5 Viscosimeterzahl 
a | pu (Sekunden) — st 2 E ‘| 
i ss 
733 nach 30 Minuten So & JLosung Sq fo} Lauye 
| eS ee la ars panes ae 
Wasser] — | 73,2 — 
I | 0 7,20] 78,8 0,083 
IL | 0,059 |12,53]104,0 104,9 n. 180 Min. 0,421 
IIT | 0,118 [13,00]104,4 91,5 ,, 24 Stdn. 0,418 
IV | 0,236 |13,35]103,1 87,3 ,, 24 ,, 0,382 
V | 0,315 [13,46]104,0 94,6 ., 139 Min. 0,883 
VI | 0,433 |13,58]103,1 106,4 ., 13 ,, 0,353 
Tabelle X. 


Innere Reibung von Eiweiblésungen (zweites Serum) bei verschiedener 


Alkalitit. Temperatur 18°. EiweiBgehalt 2,32°/,. 




















S 5 Viscosimeterzahl 
ea (Sekunden) i 5 ¥ st | 
43 nach 30 Minuten Sq toJLisung — | 8» f} Lauge 
Wasser] — [109,2 —_ 
1] 0 7,2 |127,7 0,175 
I] 0,039 |12,23]194,1 0,781 
{Il} 0,079 |12,78]198,0 223,5 n. 345 Min. 0,812 (1,062) 
IV] 0,158 |13,15]196,0 207.0 ,, 105 _,, 0,788 
Vi 0,236 |18,35]203,0 208,0 ., 55 0,837 
VI] 0,315 |13,47]/207,0 0,865 
VI] 0,483 |13,56]200,4 0,786 
VIII} 0,587 |13,66]203,8 189,6 ,, 12 0,800 


Wie man sieht, und auch im voraus erwarten kénnte, sind 
die Werte fiir 7 etwas schwankend und die genaue Lage des 
Maximalwerts der inneren Reibung 14Bt sich nicht ersehen. 
In den Versuchen bei 37° wurde der Maximalwert der inneren 
Reibung schneller erreicht und gehen die Werte von p, = 12,53 
ab stetig abwirts. Hier kénnte die maximale innere Reibung 
des EiweiBes bei etwa p, = 12,3 legen, dem p,, wobei wir 
die maximale Quellung des Fibrins fanden. Und fassen wir 


die gréBeren Viscosimeterzahlen in Betracht, die nach gréBeren 
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Zeiten gefunden wurden, so kénnte fiir das zweite Serum die 
maximale innere Reibung gleichfalls bei p, = 12,3 bis 12,5 
liegen. Jedenfalls ist es wahrscheinlich, daB die Quellung des 
gelisten EiweiSes gleichfalls bei etwa p, = 12,3 oder 12,4 
maximal ist. 

Aber woher kommt das langsame Ansteigen der Viscositit 
der alkalischen EiweiBlésungen, wihrend diese in den sauren 
KiweiBlésungen in sehr kurzer Zeit ihren endgiiltigen Wert 
erreicht hat? 

Die Saure und Alkalibindung des EiweiBes ist verhiltnis- 
maiBig sehr groB, gréBer als erwartet werden kénnte, wenn nur 
die freien NH,- und COOH-Gruppen des EiweiBes an dieser 
Bindung beteiligt sind. Man hat dann auch wohl angenommen, 
daB auch die Peptidbindungen des KiweiBmolekiils dabei im Spiele 
sind. Hiermit wire in Ubereinstimmung, daB nach Vernon?) 
die gesamten Hydrolyseprodukte des EiweiBes nur wenig mehr 
Base binden kénnen als das EiweiB selbst. Nun kénnte es 
sein, daB dabei die Peptidbindungen eine Umlagerung ein- 
gehen, z. B. von —NH—CO— in —N=C(OH)— und daB diese 
Umlagerung bei 18° nur langsam fortschreitet. Ich habe die 
Alkalibindung des (ersten) Serums sofort und nach 24 Stunden 
bestimmt und dabei wirklich eine Zunahme der Bindung ge- 
funden, aber dabei ist zweifelsohne auch einige Spaltung des 

Tabelle XI. 


Zunahme der Alkalibindung des EiweiBes im Laufe von 24 Stunden. 
Temperatur 18°. EiweiBgehalt (erstes Serum) 1,46°/,. 























Normalitiit des NaOH = 
sofort | nach 24 Stunden 
I 0,0276 11,65 | 11,56 
Il 0,0394 12,18 12,12 
Il 0,0788 12,74 12,71 
IV 0,1575 18,15 | 13,11 
V 0,3150 13,46 13,43 
VI 0,4332 13,58 13,58 








) J. of Physiol., Bd. 31, S. 346 (1904). Siehe auch W. E. Ringer, 
C. R. du XIme Congrés international de Pharmacie, La Haye-Schéveningue, 
Tome II, p. 911 (1918). 
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KiweiBes beteiligt. Und die Zunahme zeigte sich nicht stark, 
wie vorstehende Tabelle XI sehen 14Bt. 

Ks scheint also wohl, als ob die Alkalibindung schon bald 
ihren nahezu gréBten Wert erreicht hat, aber die Hydratation 
nur allmihlich zunimmt. Aber wie dem auch sei, wir kénnen 
vermuten, dab, falls wir den die innere Reibung wieder er- 
niedrigenden Faktor ausschlieBen kénnten und wir dann die 
gréBten Werte der inneren Reibung abwerteten, wir den Maxima!- 
wert bei etwa p, = 12,4 finden wiirden. Ich habe dann weiter 
den EinfluB von einigen Salzen auf diese innere Reibung 
studiert. Nach Zugabe der Salze wurde der Wert der inneren 
Reibung immer verkleinert, aber durch Salze mit zweiwertigen 
Kationen bedeutend mehr, als durch Salze mit einwertigen 
Kationen und ein- oder mehrwertigen Anionen. Im iibrigen 
stieg in den salzhaltigen alkalischen KiweiBlésungen der Wert 
der inneren Reibung mit der Zeit bis zu einem gewissen 
Maximum an gleich so, wie in den salzfreien alkalischen Hiwei8- 
lésungen. Den 30 Minuten nach Herstellen der Lésungen er- 
reichten Wert habe ich verglichen mit demjenigen der salzfreien 
Lésungen mit gleichem p,, der gleichfalls 30 Minuten nach 
Herstellen der Lésung beobachtet wurde. 


Tabelle XII. 


EinfluS von Salzen auf die innere Reibung von alkalischen EiweiBlésungen. 


Erstes Serum. Konzentration der Salze 0,02 iquivalent. Temperdatur 18°. 


Innere Reibung nach 30 Minuten. EiweiBgehalt 1,46°/,. 
































n= 4 Hg yal Ey mn 
: 5 3 g 23|7- ela = ik 2° 
AS a3 PH i o 49] Losung 0 “o —" SSA 
J, 3 2 S| Salzlésung salzfreie Lésung Es 
Wasser} Wasser | — |109,2 — — — 
0 kein 7,2 |118,4 se o sole 
0,0394 KCl _{11,98]188,0 0,268 0,285 0,022 
0,0394 KCNS _ {11,97}135,0 0,235 0,280 0,045 
0,0512 | K,SO, {12,31]141,4 0,294 0,363 0,069 
0,0473 | K,Fe(CN), |12,16]145,0 0,327 0,355 0,008 
0,0473 | CaCl,  {12,32]134,0 0,225 0,365 0,140 
0,0473 | BaCl,  }12,32]134,5 0,230 0,865 0,135 








be 
de 


nl 


Th <a ei 














EinfluB der Reaktion auf die Wirkung des Trypsins. 185 


Wir sehen sehr deutlich, daB die zweiwertigen Kationen 
bei weitem den gréB8ten erniedrigenden Einflu8 auf den Wert 
der inneren Reibung haben. 

Ks sei hier bemerkt, daB alle Salze den p, etwas er- 
niedrigt haben und zwar 
0,02 aquival. KCl 0,20 (von 12,18 bis 11,98), 


0,02 ,,  KONS 0,21 (von 12,18 bis 11,97), 
0,02 ,,  K,SO, 0,09 (von 12,40 bis 12,31), 
0,02 .,  K,Fe(CN), 0,18 (von 12,34 bis 12,16), 
0,02 ,, CaCl) 0,02 (von 12,34 bis 12,32). 


Die Salze haben also die H-lonenkonzentrationen ein 
wenig vergréBert, die OH-Ionenkonzentrationen also ein wenig 
verkleinert, die Alkalitit hat etwas abgenommen. 

Die folgende Tabelle XIII enthialt einige Resultate mit 
dem zweiten Serum. 


Tabelle XIII. 


Einflu8 von Kaliumsulfat und Calciumchlorid auf die innere Reibung 

von alkalischen Eiwei8lésungen. Zweites Serum. Konzentration der 

Salze 0,02 dquivalent. Temperatur 18°. Innere Reibung nach 30 Mi- 
nuten, EiweiBgehalt 2,32°/,. 




















ag tee 0 
Sn = : S¢ — Ba | =. |.# 5.3 * 
5S Dis ~ To ~ Saiz |S on 
© —4 a i) | = 
Z 1 S = &]  Salzldsung 4 selateain Lésung 5 = 
+: en iq 
Wasser{ Wasser | — |109,2 wie | _ 
0 kein 7,2 |127,7 a | 0,175 ~ 
0,0591 kein. _}12,51]183,0 0,676 | 0,676 _ 
0,0591 } K,SO, 12,61]173,0 0,584 | 0,676 0,092 
0,0591 | CaCl, |12,54]158,0 0,446 0,676 0,230 

















Auch hier ist der groBe KinfluB des Calciumions gegenitiber 
dem SO,-Ion ersichtlich. Man kénnte also erwarten, daB die 
KiweiBverdauung mittels Trypsin im Anfang von Calcium- oder 
Bariumsalzen mehr als von Kalium- oder Natriumsalzen gehemmt 
werden sollte. Wir werden weiter unten iiber einige Versuche 
dariiber berichten. 

Von sehr kleinen Trypsinmengen wird der Wert der inneren 
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Reibung von alkalischen EKiweiBlésungen schnell verkleinert, 
die starkste Trypsinwirkung wiirde bei dem gréB8ten Quellungs. 
grad, also p, = 12,4 gelegen sein, wenn nicht bei einer so 
stark alkalischen Reaktion das Trypsin beinahe augenblicklich 
vernichtet wiirde. Die stirkste Wirkung findet danach, wie 
beim Lésen der Fibrins, je nach der Versuchsdauer, bei 
Py = 11,4 oder bei langerer Versuchsdauer, bei niedrigeren 
Werten, statt. Ich habe aber nur 2 oder 3 Beobachtungen 
gemacht. Schon bei 18° erniedrigen bei nicht allzu stark 
alkalischer Reaktion einige Milligramm Trypsin den Wert der 
inneren Reibung in kurzer Zeit betrachtlich; bei dieser niedri- 
geren T'emperatur schreitet die Zerstérung des Enzyms nicht 
so schnell fort. 

Versuch bei 18°. 10 ccm zweites Serum. Konzentration 
der Natronlauge 0,0394 n. p,, anfangs 12,23. 10 mg Trypsin. 
Gesamtvolum 25 ccm. 


Ohne Trypsin Mit Trypsin 

Viscosimeter anfangs 175,1 Sekunden 170,6 Sekunden 
n = 0,613 n = 0,572 

Nach 40 Minuten 179 0 Sekunden 159,4 Sekunden 
7 = 0,650 7 = 0,469 


Also bei p,, = 12,2 bei 18° eine sehr deutliche Trypsinwirkung 
in 40 Minuten. 
Versuch bei 18° Alles dasselbe wie im vorigen Versuch, 
nur Normalitat der Natronlauge 0,2364n. p, im Anfang 13,35 
(10 mg Trypsin). 
Viscosimeter anfangs 172,6 n = 0,555 
Nach 75 Minuten 188,2 7 = 0,700 


Kine Trypsinwirkung nicht zu spiiren, wie auch erwartet werden 
konnte. 

Versuch bei 30°. Alles wie in beiden vorigen Versuchen, 
aber Normalitét der NaOH wieder 0,0394n. p, = 12,23 im 
Anfang. 


Ohne Trypsin Mit Trypsin (10 mg) 
Viscosimeter anfangs 131,6 7 = 0,517 126,7 Sekunden 7 = 0,460 
Nach 30 Minuten 133,9 7 = 0,548 119,7 s 7 = 0,879 


,, 24Stunden 153,6 7 = 0,760 1040, n = 0,197 
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Viscosimeterzahl der Eiweiflésung ohne NaOH und Trypsin 
95 Sekunden. 7 = 0,100. Wir sehen also, daB bei p, = 12,2 
das Trypsin bei 30° nach 30 Minuten noch nicht ganz ver- 
nichtet ist, aber die Wirkung noch einige Zeit fortschreitet, so 
daB am folgenden Tag der Wert der inneren Reibung noch 
bedeutend abgenommen hat. 

Ich komme jetzt zur Frage der fiir die Trypsinwirkung 
aut geléstes Eiweif giinstigsten Reaktion und zur Frage nach 
dem KinfluB von Salzen auf diese Trypsinwirkung. Die Eiweib- 
spaltung habe ich mittels der Formoltitration bestimmt. Die 
Versuchsdauer kann dabei nicht sehr kurz genommen werden, 
und ich konnte also im voraus erwarten, daB die giinstigste 
Reaktion bei weit kleinerem p, als bei der Fibrinlésung ge- 
funden werden sollte. Wie gesagt, habe ich nicht groBe 
Mengen von Puffermischungen verwendet, um die Reaktion 
annahernd konstant zu halten, weil man damit die Sache 
komplizierter macht und besonders, weil es ja meines Erachtens 
doch kein bestimmtes Optimum der Reaktion fiir die Trypsin- 
wirkung gibt und es nur darauf ankam, zu zeigen, daB diese 
Spaltungen des gelésten EKiweiBes, wenigstens bei nicht allzu 
langer Versuchsdauer, bei weit alkalischer Reaktion als man 
vielfach meinte, am kriftigsten zustande kommen. 

Was den EinfluB der Salze auf die Trypsinwirkung betrifit 
konnte ich folgendes erwarten. Die eiweiBlésende (fibrinlésende) 
Kraft des Trypsins scheint, geradeso wie die eiweiblésende 
Kraft des Pepsins, von dem Quellungszustande des Substrats 
abhangig zu sein. Salzionen, die diese Quellung herabsetzen, 
also hier besonders mehrwertige Kationen und nicht, wie bei 
saurer Reaktion, mehrwertige Anionen (sowie SO, und Fe(CN),), 
hemmen, wie wir sahen, denn auch diese Trypsinwirkung. 
Wenn das Eiwei8 einmal gelést ist, konnte ich nach Analogie 
mit dem, was ich bei der Pepsinwirkung gefunden hatte, er- 
warten, da& der Einflu8 dieser Kationen im allgemeinen nur 
noch kurze Zeit ein wenig, und dann fast gar nicht mehr zur 
Geltung kommen sollte. (Wenigstens wenn die Kationen nicht 
einen KinfluB auf das negativ geladene Trypsin selbst ausiiben, 
wodurch eine Hemmung der Wirkung eintreten kénnte.) Denn 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 13 
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wir sahen, daB bei der Pepsinwirkung auf geléstes Eiweig 
schon sehr bald die Bedeutung des Quellungsgrades fiir diese 
Wirkung verschwindet, indem die negativen Ionen, CNS und 
SO,, die den Quellungsgrad zweifelsohne stark herabsetzen, 
die Pepsinwirkung nicht oder kaum mehr beeinflussen. Die 
EiweiBteilchen sind dabei so klein geworden, daB die Ober- 
flache und damit der Kontakt mit dem Wasser so groB ge- 
worden sind, daB der Quellungsgrad fiir die Proteolyse seine 
besondere Bedeutung verloren hat. Die elektrische Ladung 
scheint dann mafgebend fiir die Proteolyse, denn stark ad- 
sorbierende negative Ionen, sowie Fe(CN), und die Ionen der 
Gallensaiuren, die die elektrische Ladung des KiweiBes herab- 
setzen, hemmen die Pepsinwirkung. Ein EinfluB der negativen 
Ionen auf das immer negativ geladene Pepsin scheint niciit 
wahrscheinlich. Nach Analogie mit diesen Betunden ist 
also zu erwarten, da8 bei der Trypsinwirkung auf geldstes 
KiweiB die Kationen sehr bald ihren hemmenden KinfiuB ver- 
lieren werden. Eine hemmende Wirkung der gallensauren 
Salze ist nur insofern zu erwarten, als diese Salze infolge 
ihrer Oberflichenaktivitat der Trypsinwirkung ein mechanisches 
Hindernis bieten wiirden. Wir sahen nimlich, daB diese Salze 
die Fibrinlésung durch Trypsin hemmen, obgleich sie die 
Quellung des Substrats kaum Andern. Die Proteolyse des 
gelésten KiweiBes wiirde von denjenigen lonen gehemmt werden, 
die die Ladung des Substrats beeinflussen, wenn wenigstens 
auch fiir die Trypsinwirkung die Ladung des Substrats mab- 
gebend fiir die Proteolyse ist. Ob dem so ist, wissen wir 
noch nicht. Bei alkalischer Reaktion ist das EiweiB negativ 
geladen. Wenn das Trypsin wirklich ein Nucleoproteid ist, 
ist es also bei alkalischer Reaktion gleichfalls negativ geladen. 
Nun wissen wir das noch keineswegs sicher, obgleich es auch 
mir bisher nicht gelungen ist, das Enzym vom Nucleoproteid 
zu trennen. Die Méglichkeit besteht also, daB bei der Trypsin- 
wirkung Enzym und Substrat beide dieselbe negative Ladung 
haben. Ob dennoch die Ladung des Substrats von Bedeutung 
fiir die Enzymwirkung sei, liBt sich schwer sagen, obgleich 
man doch geneigt ist, das Wesen der Enzymwirkungen in 
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elektrischen Wirkungen zu sehen. Es wire in dieser Hinsicht 
yon Bedeutung, den EinfluB von stark adsorbierenden, mehr- 
wertigen positiven Ionen zu untersuchen. Diese Ionen sollen 
bei der alkalischen Reaktion dabei in Lésung bleiben und 
wenn dann die Trypsinwirkung gehemmt wiirde, kénnte diese 
Hemmung von der Abnahme der negativen Ladung des Sub- 
strats abhingig sein, kénnte aber auch von einer Dispersitits- 
inderung des Substrats oder des Enzyms hervorgerufen werden, 
denn obgleich bei kleineren EiweiBpartikeln der Quellungsgrad 
keine Bedeutung fiir die Proteolyse hat, so wiirde doch, wenn 
der Dispersititsgrad sehr stark beeinfluBt wiirde, die Proteolyse 
wahrscheinlich gehemmt werden. Wie dem auch sei, ich habe 
soleche Versuche noch nicht angestellt und hoffe, nachher aut 
andere Weise noch einen tieferen Einblick in das Wesen der 
Proteolyse zu bekommen. Es seien also hier nur noch einige 
Versuchsreihen mitgeteilt, die ich angestellt habe, um mich 
iiber die Lage der optimalen Reaktion fiir die Trypsinwirkung 
auf geléstes KiweiB und iiber den Ejinflu8 von einigen Salzen 
einigermaBen zu orientieren. Die Fortschreitung der Proteolyse 
habe ich mittels der Formoltitration studiert. Die Reaktion 
der Lésungen indert sich, besonders im Anfang der HiweiB- 
spaltung, sehr merklich; in vielen von meinen Versuchen ver- 
sréBerte sich bei fortgesetzter Verdauung p, wieder mehr oder 
weniger deutlich, vielleicht durch Ammoniakabspaltung. Fol- 
gende Versuchsreihe zeigt, da die Proteolyse bei einer an- 
finglichen Reaktion von p,, = 11,1 kraftiger als bei der Reaktion 
Pa = 10,2 ist. 

Verdauung von geléstem EKiweiB. Je 40 ccm dialysiertes 
Pierdeblutserum mit wechselnden Mengen Natronlauge und 
300 mg Trypsin, Wasser bis 100 ccm. Bestimmung des p,, 
sofort (18°) und nach 31/, Stunden Verdauung bei 37°. Formol- 
titration sofort und nach bestimmten Zeitintervallen. Die 
Resultate gibt folgende Tabelle XIV. 

In Nr. III hat sich die Reaktion nur wenig geindert und 
die Spaltung ist da also nur unbedeutend, das Enzym wird 
bei der Reaktion 11,86 zu schnell vernichtet. Aber bei 


Py = 11,1 geht also die Proteolyse schneller vonstatten als 
13* 
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Tabelle XIV. 


Verdauung von geléstem Serumeiweif bei verschiedener Alkalitit. 
Temperatur 37°. 














2 on Formolstickstoff (mg pro 10 cem) und Reaktion 
Nr Normalitat zurzeit (Minuten) 
" (a Bn... oe 
0 | 80 | 215 | 360 | 1440 
- = ———— — — ——————— - = 
’ % , } Y 
| N | Py N N Py N | N 
I] 0,0197 2.91 | 10,26 | 4,04 | 4,92 893 | 5,55 | 8,70 
II] 0,0266 2,85 | 11,15 | 5,10 | 6,27 8,97 | 6,96 | 8,97 
Til} 0,0335 2,16 | 11,86 | 2,78 | 2,85 | 11,83 | 2,81 | 3,75 
IV 0,0394 2,25 — — 2,37 — | 2,25 | 2,76 


bei p, = 10,26, 
mit Fibrin erhaltenen Resultaten ist. 











was also in guter Ubereinstimmung mit den 


EKinfluB von Salzen auf die Verdauung von ge. 


léstem EKiweif. Konzentration der Salze 0,015 iquiv. 


Verdauung von gelistem EiweiB. 


Tabelle XV. 


Temperatur 37°. 
Natronlauge 0,0246. 


Normalitiit der 











Salz 
0,015 
Aquiv. 


kein 

KCl 
CaCl, 
BaCl, 


Wir 


Formolstickstoff (mg pro 10 cem) und Reaktion 
zurzeit (Minuten) 








sehen 


N 
1,80 
1,86 
1,95 
2,09 


aus 


0 





Py 
11,74 
11,42 
11,53 
11,61 





90 


2,85 
3,65 
3,69 
3,87 





275 


4,20 
5,09 
4,80 
5,06 








1440 


N 
6,57 
7,65 
6,87 
7,14 


dieser T'abelle, daB alle drei Salze die 


Proteolyse ein wenig geférdert, auf jeden Fall nicht gehemmt 


haben. 


dings nur gering ist, kénnen wir noch nicht sagen. 
Ich habe diese Versuchsreihe noch einmal wiederholt, aber 
mit gréBerer Salzkonzentration. 


Woher die begiinstigende Wirkung rihrt, die aller- 
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Tabelle XVI. 


Verdauung von geléstem Eiweif. Temperatur 37°. Normalitit der 
Natronlauge 0,0246. Aquivalentkonzentration der Salze 0,025. 














: q Salz Formolstickstoff (mg pro 10 cem) und Reaktion 
a 0,025 zurzeit (Minuten) 
aiquiv. 0 | 200 — 380 «| 1440 
NM) Be | N | Py | N | N 
I} kein 3,00 11,08 | 6,44 | 8,80 | 7,20 | 8,96 
i] KCl 2,96 0,70 | 716 | SS6 | TIT | St 
I} CaCl, 3,08 | 1068 | 645 | 867 | 7,14 | 8,99 
IV} BaCl, | 3,29 | 10,57 | 7,05 | 8,68 | 7,83 | 9,75 


Auch hier wieder keine Hemmung der Proteolyse durch 
die zweiwertigen Kationen. Und doch wird die Fibrinlésung 
durch Trypsin von 0,007 aquiv. CaCl, schon sehr bedeutend 
'  gehemmt. Die Konzentration der Erdalkalisalze kann man 
‘ ' nicht gut gréBer als 0,025 iiquiv. machen, weil dann die 
Lésungen nicht mehr klar bleiben. Zum SchluB sei noch eine 
Versuchsreihe mit Natriumglykocholat mitgeteilt. 


i 


r Tabelle XVIL. 
a Verdauung des gelésten BlutserumeiweiBes. Temperatur 37°. Normalitiit 
: 4 der Natronlauge 0,0256. Einflu8 von Natriumglykocholat. 























; Formolstickstoff (mg pro 10 cem) und 
Nr. Normalitat des Reaktion zurzeit (Minuten) 
Natriumglykocholats ene ‘ca eae 
0 | 60 360 
N | Py | XN N Py 
I 0 5,01 | 9,92 | 9,15 | 12,6 | 8,24 
Hi] NaCl 002m. . . . . | 488 | 9,88 | 9,388 | 12,7 | 8,17 
a IIL] Na-Glykochol. 0,0068 n. | 5,28 | 9,93 | 8,96 | 13,4 | 8,07 
a [V ne 0,0272 n. | 5,72 | 9,44 | 9,38 13,5 | 7,94 
ia | | 
B is re . 4 ° 
: Wie man aus der Tabelle sieht, haben die Salze die 
o lrypsinwirkung weder geférdert, noch gehemmt. Wir sehen 
' — also, da® Natriumglykocholat die Fibrinlésung durch Trypsin 
2 in einer Konzentration von 0,017 normal auf etwa ein Drittel 
q 


herabsetzt, wibrend dasselbe Salz in einer Konzentration von 








192 W. E. Ringer, 


0,027 normal die Proteolyse des gelésten SerumeiweiBes durch 
Trypsin nicht dndert. 


Fassen wir die Resultate dieser Arbeit zusammen, dany 
kénnen wir sagen, daB 

die Versuche mit geléstem BlutserumeiweiB Resultate ge. 
geben haben, die in gutem Einklang stehen mit dem friiherey 
Befunde, da8 die Trypsinwirkung desto kriftiger ist, je alka- 
lischer die Reaktion, bis aber durch die Trypsinzerstérung eine 
Grenze hierzu gesetzt wird. 


Die Fibrinlésung durch Trypsin wird von den Salzen, dic 
die Pepsinwirkung auf Fibrin stark herabsetzen, wie Rhodanate, 
Sulfate, Ferrocyanid, nur sehr wenig beeinfluBt, dagegen von 
Salzen mit mehrwertigen Kationen, wie Calciumsalze, sehr 
merklich gehemmt. Die Salze mit mehrwertigen Kationen 
haben einen merklichen EinfluB auf die Quellung des Fibrins, 
sowie auf die Quellung des gelésten EiweiBes bei alkalischer 
Reaktion, wie sich aus Messungen der inneren Reibung von 
alkalischen EiweiBlésungen ergab. Hierbei zeigte sich sehr 
deutlich, was auch von anderen Forschern schon beobachtet 
wurde, daB die inneré Reibung von alkalischen EiweiBlésungen 
zuerst lingere Zeit zunimmt und nachher wieder abnimmt. 
Hier sind zweifelsohne zwei Faktoren im Spiel, eine Reaktion 
des KiweiBes mit dem Alkali, wodurch die Hydratation und 
innere Reibung ansteigen, und eine spaltende Wirkung des 
Alkalis, wodurch die innere Reibung abnimmt. 


Die spaltende Wirkung des Trypsins auf gelistes Eiweii 
wird von zweiwertigen Kationen anfangs wahrscheinlich noch 
herabgesetzt, aber schon sehr bald lat sich ein EinfluB von 
diesen Kationen in Konzentrationen bis zu 0,025 aquivalent auf 
die Trypsinwirkung nicht mehr nachweisen. Ahnliches wurde 
bei der Pepsinwirkung fir die die Quellung stark beeinflussenden 
Anionen gefunden. Die Oberfliche des Eiweifes und der 
Kontakt mit dem Wasser sind nach den ersten Spaltungen 
bald so groB, daB der Quellungsgrad keine besondere Bedeutung 
fiir die Enzymwirkung mehr hat. 

Ob auch bei der Trypsinwirkung, wo, insoweit wir jetzt 
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beurteilen kénnen, Enzym und Substrat beide dieselbe (negative) 
elektrische Ladung besitzen, die Ladung des Substrats fiir die 
Proteolyse Bedeutung hat, miissen weitere Versuche lehren. 
Die gallensauren Salze hemmen die Fibrinlésung durch 
Trypsin sehr merklich, nicht aber die Spaltung des gelésten 
EiweiBes. Auf die Quellung haben diese Salze keinen be- 
sonderen Kinfiu8; in welcher Weise sie die Fibrinlésung hemmen, 
ist nicht mit Bestimmtheit zu sagen, aber man denkt dabei 
an ihre starke Oberflichenaktivitit. Erniedrigen sie die Ober- 
fiichenspannung Kiwei8—Wasser in alkalischer Lésung? 


i 
(4 
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Die Wirkung von Tyramin auf die Tauben-Beriberi. 


Von 
Werner Lipschitz. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1922. 


Durch die Untersuchungen von Abderhalden}?) ist {est- 
gestellt, da8 mit der Gewichts- und Temperatursenkung von 
ausschlieBlich mit geschliffenem Reis oder reinen Nahrungs- 
stoffen ernihrten Tauben ein Absinken des Gaswechsels einher- 
geht, das ebenso wie die iibrigen Symptome der alimentiiren 
Dystrophie durch Zufuhr von Vitamin B behoben wird. Weiter 
hat sich durch die Untersuchungen verschiedener Autoren 
iibereinstimmend ergeben, daB mit der Avitaminose eine Stérung 
und Herabsetzung des Gaswechsels aller oder der meisten 
Organzellen einhergeht. So beobachtete R. A. Dutcher?) die 
verminderte Katalasewirkung avitaminotischer Gewebe, A bder- 
halden und Mitarbeiter*) fanden mit Hilfe der volumetrischen 
(taswechselmethode, W. R. Hess‘) mittels der m-Dinitrobenzol- 
methode von Lipschitz die Zellatmung der verschiedensten 
(sewebe erheblich herabgesetzt. 

Diese Stérung des Gaswechsels hat nach Hess mehr als 
nur iuBere Ahnlichkeit mit der Blausiurevergiftung, indem 





') Pfliigers Arch. 1920/22. 

*) Jl. biol. chem. Bd. 36, S. 63 und S. 547 (1918); Proce. Nat. Acad. 
Soe. Washington Bd. 6, S. 10 (1920). 

‘) Pfliigers Arch. Bd. 192, S. 174 (1921); Bd. 185, S. 141 (1920). 

4) Diese Zs, Bd. 117, S. 284 (1921); Bd. 119, S. 176 (1922). 
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in beiden Fallen durch Insuffizienz oder Alteration des Fe- 
Faktors im Atmungssystem der den Atmungsvorgang aus- 
machende oxydative Kohlenhydratabbau gestért in der Koordi- 
nation seiner einzelnen Phasen ist. Daneben steht wiederum 
die Beobachtung von Abderhalden’), daB die Cysteinreaktion 
in avitaminotischem Gewebe auffallend schwach ist, also die 
Gruppe stark vermindert, die nach Heffter und besonders 
Hopkins?) (Glutathion) die Rolle des Coferments der Atmung 
splelt. 

Bei dieser Ungeklartheit des Avitaminoseproblems, be- 
sonders der Frage, ob die Zellatmungsverminderung allein die 
Beriberisymptome zu verursachen imstande sei, lag der Versuch 
nahe, die Wirkung des p-Oxyphenylithylamins zu studieren, 
von dem L, Adler und ich’) mittels der Dinitrobenzolmethode 
festgestellt hatten, daB es die Atmung der isolierten Frosch- 
muskelzelle in spezifisch-dynamischer Weise erheblich steigert. 
Ks lieB sich also vielleicht erwarten, daB mit der Stimulierung 
der abgesunkenen Gewebsatmung durch das Tyramin eine 
Heilung bzw. Besserung der Beriberisymptome eintreten wiirde, 
zumal dieser Substanz iiberdies eine steigernde Wirkung aut 
den Gaswechsel des Gesamtorganismus zukommt — auf dem Wege 
des sympathisch-parasympathischen Nervensystems (Abelin).*) 

In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung von 
Wuth*) von Interesse, da8 durch Tyramin die Resistenz gegen 
Acetonitrilvergiftung erhéht wird; ebenso ist der Versuch von 
KH. C. Seaman®) zu erwihnen, die Beriberisymptome durch 
Kinbringen gréBerer Mengen von Schilddriisenextrakt in den 
Kropf zu heilen. 

Als Indicator einer eventuellen Beeinflussung der Erkran- 
kung diente 1. das klinische Bild: Flugfihigkeit, Krimpfe, 
Lihmungen, 2. die Gewichtskurve, 3. die Temperaturkurve. 


') Pfligers Arch, Bd. 195, S. 461 (1922). 

*) Biochem, Jl. Bd. 15, S. 286 (1921). 

*) Arch. f. exper. Pathol. (1922) im Druck. 

*) Biochem. Zs. Bd. 129, S. 1 (1922). 

°) Biochem. Zs, Bd. 116, S. 237 (1921). 

*) Americ. Journ. of physiol. Bd. 53, 1, S. 101 (1920). 
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Die meisten Heilungsversuche an im ganzen 9 Tauben wurden 
in der Weise angestellt, daB nach mehrwochiger Fiitterung 
mit geschliffenem Reis bei Ausbruch der schweren Symptome 
5—10 mg krystallisiertes p-Oxyphenylaithylaminchlorhydrat iy 
1 ccm Wasser gelést, in einen Brustmuskel injiziert wurden. 
Dann wurde die Taube isoliert in einen peinlich sauberen 
Kafig gesetzt, in dem sich Wasser und etwas Reis befand. 
Das Tyraminchlorhydrat war in dankenswerter Weise von 
der Fabrik Hoffmann- La Roche und den Farbenfabriken 
vorm. Bayer & Co. iiberlassen worden. 

In 5 Fallen (bei vier verschiedenen Tieren) war eine sehr 
wesentliche Besserung des Zustandes der Tauben zu beobachten, 
wie aus den folgenden Protokollen hervorgeht: Verschwinden 
der Kraimpfe, Wiederkehr der Flugfihigkeit, erneute Futter- 
aufnahme, vermindertes Absinken oder sogar Wiederansties 
der Gewichts- und Temperaturkurve. In den fiinf anderen 
Fallen, die meistens dadurch gekennzeichnet sind, daf bei 
ihnen das Krampfstadium ausblieb und sofort (zentrale) Lih- 
mungen auftraten, wurde jede Wirkung vermiBt, wie es ja 
auch bei hochwertigen Vitaminpraparaten der Fall sein kann 
(F. Hofmeister’). Diese negativen Versuche sind im folgenden 
nicht einzeln beschrieben. Ebenso gelang es in der Regel 
nicht, ein und dieselbe Taube wiederholt krank zu machen 
und durch darauffolgende Tyramininjektionen auf die Dauer 
zu retten. Der wesentliche Unterschied aber gegeniiber Vitamin, 
z. B. Hefepraparaten, wurde darin gefunden, da8 prophy- 
laktische Tyraminzufuhr nicht imstande war, den Ausbruch 
und tédlichen Ausgang der Beriberierkrankung zu verhiiten. 
Wenn also auch p-Oxyphenylaithylamin weit davon entfernt 
ist, die Funktion des Vitamin B-Komplexes zu erfiillen, scheint 
doch die aus seiner atmungssteigernden Wirkung gegeniiber 
isolierten Zellen geschlossene und experimentell bestitigte — 
wenn auch unzureichende — Heilwirkung auf die Tauben- 
beriberi vielleicht der Mitteilung wert. 


1) Biochem. Zs. Bd. 128, 8. 540 (1922); Klin. Wochenschr. I, Nr. 11. 
S. 522 (1922). 











Die Wirkung von Tyramin auf die Tauben-Beriberi. 197 


Experimentelles. 


Gesunde T'auben wurden gemeinsam im grofen Kifig mit 
bestem kauflichen geschliffenen Reis gefiittert, der durch sorg- 
filtiges Auswaschen und Auslesen méglichst von allen Hiilsen- 
resten befreit war; der Futternapf wie das Trinkgefa8 wurde 
vor Beschmutzung durch Kot miglichst geschiitzt und tiglich 
gereinigt. Auf kiinstliche Ernahrung wurde in der Regel ver- 
zichtet. Die Temperatur wurde rektal gemessen. Das p-Oxy- 
phenylithylamin wurde stets vor Injektion frisch gelést. Weitere 
Kinzelheiten gehen aus den Versuchsprotokollen hervor. 

Taube 1 9 schwarz. 

15. V. Nach langerer Zeit reiner Reisfiitterung sitzt sie 
sehr matt und aufgeplustert auf dem Boden des Kafigs. Bei 
kurzem Jagen plotzlich ein schwerer Krampfanfall mit Opisto- 
tonus; dieser wiederholt sich bei einem kiinstlichen Fiitterungs- 
versuch, so daB unmittelbarer Tod befiirchtet wird. 

10 mg Tyramin in den Brustmuskel gespritzt. Weitere 
zwei Krampfanfille, wobei der Kopf ganz nach hinten verdreht 
wird. Abends ein dritter Anfall beim Versuch aufzufliegen. 
Taube sitzt aufgeplustert im Isolierkafig. 

16. V. 9 Uhr friih. Tier sitzt noch matt im Kafig, aber 
das Gefieder schon viel glatter. Auf einen Tisch gesetzt, liuft 
die Taube, ohne zu schwanken, hin und her; sie wird kiinstlich 
mit etwas Reis gefiittert. 10 Uhr 30 Minuten wiederum mit 
10 mg Tyramin gespritzt. Nach 1/, Stunde faingt die Taube an, 
spontan Reis zu picken, ist tiberhaupt schon recht munter, 
fliegt aber noch nicht auf. 

17. V. Tier voéllig munter, lauft umher, fliegt spontan, 
hat vollig glattes Gefieder. In den gemeinsamen Kafig zuriick- 
gebracht, fliegt sie sofort auf die oberste Stange und ist von 
den gesunden Tieren nicht zu unterscheiden. Vom 18. bis 
23. V. munter, Temperatur zwischen 40,2 und 40,9°, am 24. V. 
durch einen Ungliicksfall getétet. 

Taube 2 ¢ blaulich. 

11. V. Nachdem das Tier seit etwa 3 Wochen ausschlieB- 
lich mit poliertem Reis ernaihrt war, sitzt es mit gestraubten 
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Federn sehr matt auf dem Boden des Kifigs. Herausgenommen 
und auf einen Tisch gesetzt, schwankt es mit steifen Beinen 
hin und her, bewegt sich beim Jagen kaum von der Stelle 
oder bricht mit schlagenden Fliigeln zusammen und richtet 
sich nur sehr miihsam wieder auf; keine Krimpfe. 

Injektion von 10 mg Tyramin. 15 Minuten spiter sieht die 
Taube sehr gefaihrdet aus, halt die Augen geschlossen und 
wankt dauernd. Isolierkifig. 

12. V. Taube vollig veriindert; geht munter, nur noch 
etwas steifbeinig, auf dem Tisch hin und her; das Gefieder 
ist. glatt. 

13. V. Tier fliegt auf die Stange des gemeinsamen hohen 
Kifigs; bekommt wiederum 10 mg Tyramin ohne erhebliche 
Nebenwirkung. 

15. V. Taube sitzt oben auf der Stange und ist kaum 
von den gesunden zu unterscheiden, nur entschlieBt sie sich 
schwerer, von Stange zu Stange zu fliegen. Auf den Boden 
des Kifigs gesetzt, fliegt sie jedoch spontan hoch. 10 mg 
Tyramin. 

16. V. Tier ist so munter, dab es schwer zu fangen ist. 
Kiinstlich mit etwas nassem Reis gefiittert. 

Vom 18. V. ab wird bei ausschlieBlicher Reisfiitterung 
das erneute Auftreten der Krankheitssymptome durch Gewichts- 
und Temperaturmessungen kontrolliert. Bis zum 19. V. ist 
das Verhalten des Tieres normal. Am 20. V. macht es wieder 
einen weniger lebhaften Eindruck, am 22. V.: Gefieder etwas 
struppig, am 26. V.: Taube macht krinklichen Eindruck, sieht 
struppig aus, fribt und fliegt aber noch. 1. VI: Tier sitzt 
struppig, teilnahmlos, wankend auf der Stange des Kifigs, 
mit geschlossenen Augen; zeigt mitunter krampfartige Kopi- 
bewegungen. 1 Uhr 35 Minuten Taube herausgenommen und 
gejagt; ist flugunfihig geworden, stolpert und knickt beim 
Laufen oft zusammen. Temperatur ist von 40° auf knapp 37" 
gesunken. 

10 mg Tyramin. Isolierkifig. 

2. VI. Tier ist auSer Lebensgefahr, fliegt spontan auf 
die oberste Sprosse des groBen Kiafigs, wo sie etwas ermattet 
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11 mg Tyramin; kiinstlich mit Reis gefiittert. 
6. VI. Sehr matt, 18 mg Tyramin; Tier liegt mit weit- 
aufgerissenen Augen auf dem Bauch, nachmittags tot. 
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sitzen bleibt: Gefieder glatt. 
und friBt aus dem gemeinsamen Napf Reis. 
5. VI. Tier auffallig matt; beim Jagen zeigt sich, daB 













1 Uhr: Tier fliegt hin und her 


mehr fliegen kann, sondern beim schnellen Laufen 
zusammenbricht. 







































































Taube 3 ¢ grau. Seit 11. V. ausschlieBlich Reisnahrung. 

3. VI. Tier auffallend ruhig, Gefieder struppig. 

dS. VI. Tier macht einen sehr kranken Eindruck, zittert, 
kann aber noch steil hochfliegen. 

9. VI. Sehr zittrig, struppig und geduckt auf dem Boden 


sitzend. 


rechten Bein zusammen oder laiuft ganz schief mit krampf- 
hafter Verdrehung des Kopfes. 

11,5 mg Tyramin. 

10. VI. Tier schwerst krank; taumelt, geht fast auf dem 
Kopf oder verdreht den Kopf véllig nach riickwirts. 10 mg 


Tyramin. 


11. VI. Gefieder weniger struppig, Tier steht aufrecht 















Fig. 1. 


Gejagt, bricht es nach wenigen Schritten auf dem 
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und geht unter Zittern, aber ohne krampfhafte Verdrehungei 
etwas steifbeinig herum. 5 mg Tyramin. 

12.—14. VI. Tier bleibt leicht erschépfbar, lauft aber 
ganz gut und fri®t etwas, waihrend die Temperatur um 1° 
steigt. 10 mg Tyramin. 

15. VI. Sehr schwach und ruhig; Temperatur sinkt stark. 
6 mg Tyramin. 

16. VI. Tier zu Tode erschépft, 1aBt den Kopf fast auf 
den Boden hingen. 10 mg Tyramin. 
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Fig. 2. 


Taube 4, blaugrau. Seit 4 Wochen Reisfiitterung. 
1. VI. Tier fliegt noch gut, sitzt aber schon zusammen- 


geduckt auf der Stange. 


6. VI. Struppig und teilnahmslos, kann nicht mehr fliegen. 
Gejagt, bricht sie beim Laufen zusammen. 10 mg Tyramin. 
7. VI. Taube etwas munterer, sitzt aufrecht, fliegt hoch, 


bricht aber dann wieder nach laingerem Laufen gelegentlich 
zusammen. 10 mg Tyramin. Kiinstlich gefiittert. 
8. VI. FriBt spontan. 


9. VI. Gefieder ganz glatt: Taube sieht viel munterer 


aus, macht wiederholt kurze Fliige, ermiidet aber rasch. 
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10. VI. Tier macht wieder kranken Eindruck, schwankt 
und setzt sich dauernd auf den Bauch. 10 mg Tyramin. 

11. VI. Kann kaum mehr gehen, sitzt viel und plustert 
sich auf. 5 mg Tyramin. 

12. und 13. VI. Weitere Verschlechterung, Tier liegt 
schlieBlich auf dem Boden mit starken Krimpfen. 
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Fig. 3. 


Weitere Versuche, durch woéchentlich 3 malige Injektion 
von je 5 mg Tyramin bei gesunden Tauben den Ausbruch von 
Beriberisymptomen trotz ausschlieBlicher Reisfiitterung zu ver- 
hindern, ergaben kein Resultat. 

Hordeninsulfat, das N-Dimethylderivat des Tyramins, 
zeigte auch im akuten Heilversuch keinerlei Wirkung. 

Zum Schlusse danke ich Herrn Prof. Ishimori herzlich 


tir seine freundliche Unterstiitzung durch manchen Rat und 
Uberlassung von Tiermaterial. 





Zur Lehre von den Redukasen. 
Il. Mitteilung. 


Ein Vergleich des Einflusses der Alkalien auf die Redukase 
der Kartoffel. 
Von 
Prof. I. A. Smorodinzew. 


(Aus dem Laboratorium der biologischen Chemie der 2. Moskauer Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1922.) 


Nach Kastles und Elvoves?) Mitteilungen erhéhen un- 
bedeutende Mengen von Soda die Aktivitit der Nitrase (Re- 
dukase der Kartoffel), wihrend eine 0,02°/, ige NaQH-Liésung 
ihre Wirksamkeit ganz aufhebt; zugleich iibt auf Grund von 
Bachs?) Beobachtungen sogar 1°/, NaHCO, keinen Einfluf 
auf die Nitrase tierischen Ursprungs aus. Palladins§) Ver- 
suchen nach begiinstigt eine 0,005°/,ige KOH-Liésung die 
Reduktion des Methylenblaus, dagegen laihmt eine 0,05°/, ige 
Lésung desselben Alkalis diesen Proze$, wihrend sogar eine 
0,0375°/,ige NH,OH- und eine 0,1°/,ige NaOQH-Lésung die 
Schardingersche*) Reaktion beschleunigen, Diese wider- 
sprechenden Angaben sehr kompetenter Forscher hingen un- 
zweifelhaft von der Verschiedenartigkeit der Bedingungen ab, 
unter welchen die Beobachtungen angestellt wurden. Um eine 
richtige Vorstellung von dem EinfluB der Alkalien auf die 





1) J. H. Kastle u. E. Elvove, Am. chem. Jl. Bd. 31, S. 606 (1904). 

*) A. Bach, Diese Zs. Bd. 38, S. 282 (1911). 

5) W.I. Palladin, P.G. Platischewsky u. E. W. Ellady, Nach- 
richt. Akad. d. Wissensch. 8. 309 (1915). (Russisch.) 

*) W. Kullmann, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 446 (1911). 
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Redukase zu erhalten, muf diese unter gleichartigen Bedingungen 
erforscht werden, wobei man vollkommen vergleichbare Daten 
erhalten wird. Da die Reaktion des Mittels bei der Unter- 
suchung der Wirkung eines jeden Ferments von hiéchster 
Wichtigkeit ist, so habe ich mir in erster Linie die Aufgabe 
gestellt, durch vergleichende Versuche den KinfluB der Alkalien 
auf die Aktivitat der Redukase aufzukliren., 


|. EKinflu& des NaOH. 


Zu allen weiter unten zu beschreibenden Versuchen nahm 
ich je 5 ccm eines frisch bereiteten wiBrigen Kartofielextrakts 
erhalten durch 15 Minuten langes Verreiben mit 2 Volumina 
Wasser), 2,5 ccm Normallésung von KNO,, 3 Tropfen einer 
10°,,igen Loésung von Acetaldehyd (Kahlbaum) und bis 
10 cem Wasser. Das Digerieren wurde 1 Stunde lang auf dem 
Wasserbade bei 55° oder im Thermostat (wenn der Versuch 
mehrere Stunden dauerte) ausgefiihrt. Im iibrigen befolgte 
ich die Regeln der Methodik, die ich in der vorhergehenden 
Mitteilung beschrieb. ") 


Menge des 1/,.-n. NaOH in eem: — 0,0 2 a 2 
N,O,: 20 09 5 —- — — 

0 10 id a) + — 

29 8 6 _—_ —— 

Menge des NaOH in cem: 0,0  O,1 0.2 O03 O04 0,5 
N,O: 35 35 30 30 8 5 

50 50 39 25 20 10 


45 40 27 
a a, a 
Hieraus folgt, daB schon 0,1—0,2 ccm ?/,,-n. Atznatrium, 
was 0,004—0,008°/, Alkali im Mittel entspricht, die Reduktion 
des Nitrats verzégern, und da 0,16°/, das Ferment vollstandig 
unwirksam machen. 
Menge des NaOH in cem: 0,0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 
N.0,: 10 = 10 10 10 10 10 
50 2650st—i‘“ “Dsti<“COtCSts«C8 
3 35 35 #85 £35 35 


‘') |. A. Smorodinzew, Zur Lehre von den Redukasen, I. Mit- 
teilung. Diese Zs, Bd. 123, S. 130 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXIV. 14 
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Dosen von 0,002—0,0004°/, tiben auf den ProzeB gar 
keine Wirkung aus, so daB es mir nicht gelungen ist, einen 
beschleunigenden Einflu8 minimaler Dosen von Alkalien aut 
die Reduktion der Nitrate wahrzunehmen. 


II. 1/,, Normallésung von KOH. 
Menge des KOH in ecem: 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 


N,0,: AD 45 40 20 15 4 q 
30 30 25 20 is E j 
25 20 20 18 10 5 
30 28 26 25 10 4 
55D 55 50 45 30 10 


Wie in dem Fall mit NaOH iiben 0,1—0,2 ccm KOH 
d. h. 0,006—0,011°/, desselben im Mittel, einen verzégernde: 
Kinflu8 auf den ReduktionsprozeB des Nitrats aus. 


Menge des KOH in eem: 0,0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 
N,0,: 23-93 23 23 23 23 

15 15 16 15 16 15 

20 18 20 20 18 20 

48 43 45 43 45 43 

45 45 43 43 45 45 


Eine aktivierende Wirkung von KOH in Dosen von 0,0006 
bis 0,003°/, auf die Reduktion der Nitrate durch die Redukas: 
ergibt sich aus diesen Versuchen nicht. 


Il. 4/,, Normallésung von NH,OH. 


/10 
Menge des NH,OH in cem: oo O01 02 68 O04 03 
N.0,: 40 40 30. 27 
40 40 27 27 
45 45 45 35 2 

50 50 50 45 


Ammoniak verzégert bei einem Zusatz von 0,2—0,3 ccm, 
d.h. bei 0,007—0,011°), desselben im Mittel, ebenfalls den 
ProzeB, wirkt folglich in dieser Beziehung nicht weniger 
energisch als Atznatron und Atzkali, wahrscheinlich weil e: 
bei so starker Verdiinnung vollstandig in Ionen dissoziiert ist. 
Kullmanns Mitteilung iiber die beschleunigende, um 5—25 mai 
kraftigere Wirkung stiirkerer Alkalien auf die Reduktion der 














Farben scheint uns unverstindlich. 
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Man ist gendtigt, an- 


zunehmen, daB es sich hier nicht um eine beschleunigende 
Wirkung auf das Ferment handelte, sondern um die unmittel- 
bare Entfarbung der Farbe durch das Alkali selbst, ohne 
Mitwirkung des Ferments, was Palladin') auch wirklich be- 


obachtet hat. 


Menge des Li,O, in cem: 0,0 0,1 


N,O,: 50 45 
50 45 
45 35 
45 45 
50 50 


0,2 


30 
45 


IV. */, Normallésung von Li,CQ,. 


0,4 
15 
20 
10 
25 
30 


Wie in den Fallen mit den entsprechenden Kalium- und 
Natriumsalzen wird der vorliegende ProzeB8 durch 0,1—0,2 ccm 
Li,CO,, d. h. bei 0,007—0,015°/, desselben im Mittel, ver- 


zogert. 

V. 1), Normallésung von Na,CO,. 

Menge des Na,CO, in ccm: 0,0 

N,0,: 75 

75 

50 

Menge des Na,CO, in ccm: 0,0 0,1 

N.O.: 50 «550 

60 30 

20 10 

55D ais) 

25 20 

45 45 

30 25 


Soda hemmt die Reduktion bei 
0,011—0,022°/,. 
Menge des Na,CO, in ccm: 0,0 0,01 


N,0;: 36 36 
35 35 
32 32 


18 18 








20 


10 
15 


10 


o 


0,1—0,2 ccm, d. h. bei 


0,02 
34 
33 
32 

18 


0,03 
34 
33 
32 

18 





0,04 
34 
33 
32 

18 





0,05 


34 
33 
30 
15 
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Trotz Kastles und Elvoves Behauptungen beschleunigen 


kleine Dosen Soda den ProzeB nicht. 


Méglicherweise hatten 
sie in ihren Versuchen einen Extrakt von etwas erhdhtem 
Siuregehalt (infolge von Autolyse) und besserte die Soda den 
Verlauf des Reduktionsprozesses der Nitrate eben dadurch, 


daB sie den SiuretiberschuB neutralisierte. 


VI. 1/. Normallésung von K,CO,. 


Menge des K,CO, in ecm: 0,0 


N.O,: 45 
oo 
40 
30 


0,1—0,2 ccm Pottasche, d. h. 0,014—0,028°/, derselben 


0,1 
45 
25 
40 
20 


0,2 
40 
25 
30 
18 


0,3 
35 
25 
25 


18 


0, 


4 


30 
20 
20 


1! 


3 


0,5 
20 
10 
10 
10 


im Mittel, verzégern deutlich die Reduktion der Nitrate. 


VII. */; Normallésung von (NH,),CO,. 


Menge des (NH,),CO, in cem: 
N,O,;: 


Ammoniumcarbonat wirkt ganz analog den 
carbonaten: 0,1—0,2 com, d. h. 0,019—0,038°/, desselben im 


0,0 
19 
20 


0,1 
18 
20 
30 
28 
28 
29 


0,2 


0,3 
13 
10 
20 
20 
26 


26 


/0 


Mittel, hemmen den in Frage stehenden ProzeB. 


Vill 1, Normallésung von NaHCO,. 


Menge des NaHCO, in cem: 
H,0,: 





0, 


ee 
de 


0 


) 


80 
80 
35 
18 


1 
DO 
40 
50 
25 


16 


2 
40) 
40 
4D 
15 
12 


0,4 
i4 
12 
20 
20 
26 
24 


iibrigen Alkali- 
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> cem eines wiBrigen Extrakts aus Kartoffelmasse + 5 cem n-KNO, 
-- 5 Tropfen essigsauren Aldehyds + H,O bis 13 cem bei 55°. 





























1 Stunde | 2 Stunden | 6 Stunden | 24 Stunden 

Menge et NO; 
des zugesetzten o |Bel., 8. B 4> ce 
: SS s¥)/ 52/54) 5o | S¥#] 52 “4 
Rengens | SE |S | 2s [32/28 |32| 23 Se 
' Bg] Be ey] Be Say ae sg 
' HO. . . . . [0,0080] 1,04 }0,0080| 1,04 |0,0075| 0,96 |o,0080. 1,04 
i cem n/5-NaHCO, |0,0050] 0,65 |0,0055| 0,72 }0,0050| 0,65 |0,0050, 0,65 
2 ,, n/d-NaHCO, |0,0045] 0,59 10,0048) 0,62 |0,0040| 0,52 |0,0025, 0,33 
n/5-NaHCO, |0,0040] 0,52 |0,0040! 0,52 |0,0035! 0,46 10,0020, 0,26 





Menge des NaHCO, in cem: 00 OO, O02 08 04 #«0,5 


N,0,: 45 45 30 30 30 30 
45 45 30 25 15 15 
Dy 55 dD 50 DO 30 
Dd Dd a) D0 40 25 


40 40 40 35 35 30 
0,2—0,3 com der gegebenen Liésung von doppeltkohlen- 


saurem Natrium, d. h. 0,017—0,025°/, derselben im Mittel, 
verzogern die Wirkung der Redukase. 


IX. 1/, Normallésung von KHCO,. 


Menge des KHCO, in cem: 0,0 0,2 O02 O38 04 #«0,5 

N,0O. : 45 4h 4) 40 40 30 

30 30 28 2 25 20 

: 45 45 40 35 25 20 

a 5 855d 0 065DiCOs—“‘i‘ tC 

| 4 60 60 55 50 45 40 


Verzégerung bei 0,2—0,3 ccm, d. bh. 0,02—0,03°/,. 





X. 1), Normallésung Na,HPO,,. 


Menge des Na,HPO, in cem: 00 0,0 0,2 O83 O04 0,5 

N,O,: 45 45 40 380 30 25 

45 45 30 25 25 20 
i 40 40 30 28 28 ~= 25 
ui wb 242 ww W #8 
20 20 18 15 10 10 
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Die Reduktion der Nitrate erfahrt eine Verzégerung bei 
Gegenwart von 0,2 ccm Alkaliphosphat, d. h. bei 0,119°/, des- 
selben im Mittel. 


EinfluB8 der Alkalien. 


5eem wiBrigen Extrakts aus Kartoffelmasse [1:2] + 2,5 ccm n-KNO, 
+ 8 Tropfen 10°/, igen essigsauren Aldehyds + Alkali -+- H.O bis 10 cem. : 
Temp. 55°. 


Dauer des Versuchs 60 Minuten. 




















ny Menge _Ver- Menge _Ver- 
a eal a iced des zu- | zégernde | des zu- | zogernde 
Alkali don gesetzten | Konzen- | gesetzten Konzen 
Alkali Alkali tration Alkali tration 
in ecm im *), in cem in °/, 
I NaOH 1) "norm. 0,1 0,004 0,2 0,008 
Il KOH 1/ "norm. 0,1 0,006 0,2 0,011 
it! NH,OH 1/ 9-horm. 0,2 0,007 0,3 0,011 
1V Si,CO, 1/-norm. 0,1 0,007 0,2 0,015 
V Na,CO, 1/,-norm. 0,1 0,011 0,2 0,022 
VI K,CO, 1/.-norm. 0,1 0,014 0,2 0,028 
VII (NH,).CO, | 1/;-norm. 0,1 0,019 0,2 0,038 
VIII NaHCO, 1/,-norm. 0,2 0,017 0,3 0,026 
IX KHCO, 1/,-norm. 0,2 0,020 0,3 0,030 
X Na,HPO, 1/,-norm. 0,2 0,119 _ — 


Somit verzégern alle von uns untersuchten Alkalien den 
ReduktionsprozeB der Nitrate, wobei sie in verhiltnismifig 
ganz unbedeutenden Mengen, ihrem Molekulargewicht und de: 
Kigenschait, eine gréBere oder geringere Anzahl von Ionen des 
Hydroxyls in der Liésung zu entwickeln entsprechend, zugegen 
sind. Wie in unseren Versuchen beziiglich der Verdauung') 
der Kiwei8stoffe durch das Pepsin, ist auch hier zutage ge- 
treten, da die Kationen im vorliegenden Falle keine Be- 
deutung haben, und daB der EinfluB des Alkali ausschlieBlich 
von den Ionen des Hydroxyls abhingt. 

Im Gegensatz zu den Behauptungen einiger Autoren isi 


fA. Smorodinzew, 


(Russisch.) 


Russ. physiol. Journ. Bd. 4 (1921). 
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Zur Lehre von den Redukasen. 


es mir nie gelungen einen aktivierenden KinfluB der Alkalien 
auf den Reduktionsproze8 von Redukasepriparaten zu gewahren, 
bei sehr schwachen Konzentrationen von 0,0004°/, legen sie 
keinerlei Wirkung an den Tag; mit der Verstiirkung der Kon- 
zentration tritt der Effekt der Verzégerung ins Leben. 


Gewohnlich verliuft die Reduktion in einem alkalischen 
Mittel besser; inbetreff der Redukase verhalten sich allen 
Erwartungen zuwider verhiltnismiBig geringe Alkalimengen 
nicht nur indifferent, sie sind geradezu schiidlich. 

Die Daten der in dieser Mitteilung dargelegten Versuche 
zeigen, daB schon unbedeutende Alkalimengen die Reduktion 
der Nitrate unter dem EinfluB der Redukase, die in dem 
kolierten Extrakt aus Kartoffelmasse enthalten ist, verzégern, 
wihrend doch bei der Bereitung der Extrakte) selbst stirkere 
Sodalésungen angewandt wurden, und diese den Redukase- 
gehalt des Extrakts nur sehr wenig herabsetzten. Offenbar 
tixieren die Bestandteile des Organs das Alkali, und ist letzteres 
nicht imstande in demselben MaBe dem Ferment zu schaden 
wie beim Zusatz zu einem bereits fertigen Extrakt. 

Nach Harris und Creightons*) Meinung spielt die Re- 
dukase der Gewebe die Rolle des Hauptfaktors bei der Disso- 
ziation des Sauerstoffs aus dem Oxyhimoglobin und hangt 
diese letzte Reaktion in hohem Ma8e von dem alkalischen 
Mittel ab: in vollem Ejinklang mit unseren Beobachtungen 
verzogern ganz unbedeutende Mengen Alkali den Reduktions- 
prozeB im Blut, wihrend umgekehrt die Oxydation dabei steigt.*) 


Schlisse: 


1. Alle von uns untersuchten Alkalien verzégern den 
ProzeB der Reduktion der Nitrate durch die Redukase. 


1) }. A.Smorodinzew, Uber die Redukasen, Mitt. 3, Arch. biol. 
Wiss. 1922. (Russisch.) 

*) D. F. Harris u.H.J.M. Creighton, Journ. of biol. Chem. Bd. 20, 
S. 179 (1916). 
®) T. Kato, Biochem. Journ. Bd. 9, 8. 393 (1915). 
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2. Der Verzégerungseffekt tritt schon bei einem ganz un- 


bedeutenden Alkaligehalt in der Lésung 0,004—0,02 °/, davon 
zutage. 


3. Die Kationen iiben keinen merklichen Einflub aut 
diesen ProzeB aus. 


4. Die Verzégerung wird offenbar durch die Ionen des 
Hydroxyls bedingt, da die Atzalkalien dabei in schwiicheren 
Konzentrationen als die kohlensauren wirken, und diese letzteren 
die doppeltkohlensauren und phosphorsauren darin iibertreffen. 

5. Es ist niemals gelungen einen aktivierenden Hinflul 
auf den ProzeB, sogar bei minimalen Konzentrationen de: 
Alkalien wahrzunehmen; ihre sehr schwachen Lésungen sind 
indifferent, konzentriertere beginnen verzégernd zu wirken. 


Moskau, 20. Februar 1922. 











Uber den Abbau der Kohlehydrate im quergestreiften 
Muskel. 
Ill. Mitteilung. 
Von 


Fritz Laquer und Paul Meyer. 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


} 
/ 


Aus zahlreichen, in den letzten Jahren erschienenen Ar- 
beiten verschiedener Untersucher geht eindeutig hervor, daB die 
Milchsiiurebildung im Muskel auf Kosten von Kohlehydraten 
im weitesten Sinne des Wortes) erfolgt. Unter geeigneten 
Versuchsbedingungen ist es méglich, auch noch im zerkleinerten 
lebensfrischen Muskelgewebe einen Abbau sowohl der eigenen 
Kohlehydratbestinde des Muskels, als auch zugesetzter Kohle- 
hydrate zu Milchsiure zu beobachten. Da aber keineswegs alle 
dem Muskelbrei zugesetzten Zucker in gleichem AusmaB die 
Milchsiurebildung zu steigern vermégen, so lag es nahe, aus 
ihrem unterschiedlichen Verhalten gegeniiber zerkleinertem 
Muskelgewebe Schliisse auf die Verschiedenheit der einzelnen 
Kohlehydrate hinsichtlich ihrer biologischen Bedeutung fiir die 
Verwertung im intakten Muskel zu ziehen. 

In zwei vorangehenden Untersuchungen!) war bereits die 
Beeinflussung der Milchsiurebildung zerkleinerter Frosch- 
muskulatur durch Zusatz von Glykogen, Stirke, Hexosephosphat, 
Maltose, Dextrose und Liivulose gepriift worden. Hierbei 
hatten sich als stirkste Milchsiurebildner Hexosephosphat, 


) F. Laquer, Diese Zs., Bd. 116, S. 169 (1921); Bd. 121, S. 26 
(1922). 
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Glykogen und Starke erwiesen, eine geringere, unter giinstiger 
Verhaltnissen aber noch recht deutliche Milchsiurebildung lief 
sich mit Traubenzucker und Fruchtzucker erzielen, wihrend 
Maltose keinen deutlichen Kinflu8 zu haben schien. In dieser 
Arbeit sollen die erwihnten Befunde erginzt, und eine Reihe 
weiterer Kohlehydrate systematisch auf ihr Milchsiurebildungs- 
vermoégen untersucht werden. 


A. Versuchsanordnung. 


Die Anordnung der Versuche lehnte sich eng an die in 
den beiden erwihnten Arbeiten benutzte und dort ausfiihrlich 
geschilderte Methodik an. Um gut vergleichbare Ergebnisse 
zu erzielen, wurde besonderer Wert auf méglichst gleichartige 
Versuchsbedingungen gelegt. Zu diesem Zwecke wurden nur 
recht frisch gefangene Tiere in den Friihlings- und Sommer- 
monaten benutzt, da sich schon friher herausgestellt hatte, dab 
bei langerer Gefangenschaftsdauer das Vermégen der Muskulatur, 
Kohlehydrate zu spalten, leidet, und daB die Herbst- und 
Wintermonate, etwa von Ende September bis Anfang Miirz, 
kein fiir die geplanten Untersuchungen geeignetes Frosch- 
material liefern, da sowohl der hohe Glykogengehalt der Frosch- 
muskulatur, als auch eine gewisse Trigheit der Milchsiure 
bildenden Fermente um diese Jahreszeit keine deutlichen Aus- 
schlige der Milchsiurebildung unter dem EinfluB von auBen 
zugesetzter Kohlehydrate erkennen lassen. 

Vor jedem Versuch wurden die Tiere eine halbe Stunde 
auf Eis gesetzt, dann wurden sie in der iblichen Weise getétet 
und abgehiutet, ihre Schenkelmuskulatur auf einer eisgekiihlten 
Glasplatte abpripariert und mit der Schere ziemlich fein zer- 
kleinert. Je 2 bis 3 g Muskelbrei wurden in 5 ccm einer 
schwach alkalischen, etwa isotonischen, 1,6°/,igen Loésung von 
Natrium- oder Kaliumphosphat, deren p, in den Tabellen an- 
gegeben ist, 4 Stunden lang bei 30° gehalten. Dies geschali 
in Wiegeglischen, in denen das Muskelgewicht analytisch be- 
stimmt wurde. Immer ein Ansatz eines Versuchs erhielt keinen 
Zusatz von Kohlehydraten, zu den iibrigen Ansiitzen wurden je 
0,1 g der zu priifenden Substanzen zugesetzt, so daB die ganze 











Uber den Abbau der Kohlehydrate im quergestreiften Muskel. 213 


Suspensionsfliissigkeit immer 2°/, des untersuchten Kohlehydrats 
enthielt. 

Nach 4 Stunden wurde der Versuch durch Enteiwei8ung 
nach Schenck mit Salzsiure und Sublimat unterbrochen. Die 
weitere Verarbeitung der Fallung, sowie die Milchsiurebestim- 
mungen geschahen in der iiblichen, in meiner ersten Arbeit 
genauer geschilderten Weise. Zur Atherextraktion diente wieder 
der kiirzlich beschriebene Mikroextraktionsapparat.') In den 
Tabellen sind die Werte fiir die gefundene Milchsiure in 
Gramm pro 100 g Muskulatur angegeben. 


B. Ergebnisse. 
|. Vergleichende Priifung von Glykogen, d-Glucose, 
d-Fruktose, d-Mannose und d-Galaktose. 

In den ersten 4 Versuchen wurden Glykogen, Dextrose, 
Liivulose, Mannose und Galaktose nebeneinander untersucht. 
Das Verhalten der beiden ersten Substanzen war bereits ein- 
sehend und unter den verschiedensten Bedingungen in den 
heiden friiheren Untersuchungen klargestellt worden. Hierbei 
hatte es sich immer herausgestellt, dafi Glykogen sehr viel 
leichter und in stiirkerem MafSe vom Muskelbrei in Milchsaiure 
umgewandelt wird, als Traubenzucker. Auch Fruchtzucker war 
bereits einige Male auf sein Milchsiurebildungsvermégen gepriift 
worden. Sein Verhalten hatte ungefihr dem des Traubenzuckers 
entsprochen. Mannose und Galaktose waren von mir noch nicht 
verwandt worden. Nur Meyerhof?) hatte diese beiden Kohle- 
hydrate schon einmal dem Milchsiiure bildenden Muskelbrei, 
wenn auch in etwas anderer Versuchsanordnung zugesetzt, 
worauf wir noch zuriickkommen werden. 

Die Ergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt. Da die 
Yersuche in den Monaten Juni und Juli, in denen bekanntlich 
der Glykogengehalt der Froschmuskulatur am niedrigsten ist, 
angestellt wurden, ist auch die ohne Zusatz von Kohlehydraten 
erzielte (genuiue) Milchsiiurebildung (Stab 5) gering und schwankt 
zwischen 0,158°/, in Versuch 1 und 0,370°/, in Versuch 2. 


1) F. Laquer, Diese Zs., Bd. 118, S. 215 (1922). 
*) Meyerhof, Pfliigers Arch., Bd. 118, S. 114 (1921). 
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Durch Glykogen laBt sie sich ganz erheblich steigern (Stab 6), 
So betrigt die in Versuch 2 durch Glykogenzusatz erzielte 
Mehrbildung von Milchsiure fast 1,0°/,. Etwa nur halb so 
groB, wie die durch Glykogenzusatz bewirkte Mehrbildung yon 
Milchsiure, ist die unter dem Eintlu8 zugesetzten Trauben- 
zuckers beobachtete. (Stab 7), wie das auch in allen friiheren 
Versuchen der Fall war. Durch Fruchtzuckerzusatz (Stab 8) 
lie® sich unter den gleichen Versuchsbedingungen eine Mehr- 
bildung von Milchsiiure erzielen, die in ihrer GréBenordnung 
durchaus der Wirkung des Traubenzuckers entsprach, aber in 
allen vier Versuchen die mit Traubenzucker erzielten Werte 
deutlich iibertrifit, wie ein unmittelbarer Vergleich zwischen 
Spalte 7 und 8 lehrt. 

Auch Mannose (Stab 9) steigerte in allen Fallen die Milch- 
siurebildung erheblich, wie ein Vergleich zwischen Stab 9 und 
5 zeigt. In Versuch 1 entspricht die Mehrbildung der aus 
Traubenzucker erzielten, in Versuch 2 und 4 war sie deutlich 
geringer, in Versuch 3 etwas gréBer. Die Durchschnittswerte 
der unter dem Einflu8 aller von uns gepriiften Kohlehydrate 
beobachteten Mehrbildungen von Milchsiure sind in Tab. IV 
zusammengestellt, die auch einer zusammenfassenden Betrachtung 
zugrunde gelegt werden soll. 

Galaktose (Stab 10) erwies sich in allen vier Versuchen 
als unwirksam. In Versuch 1 und 2 ergeben sich beim Ver- 
gleich der Stiibe 10 und 5 identische Werte, in Versuch 3 und 
4 liBt sich eine Mehrbildung aus Galaktosezusatz errechnen, 
die Unterschiede zwischen den beiden Werten liegen aber noch 
vollig innerhalb der Fehlergrenzen meiner Milchsiurebestim- 
mungsmethode.?) 


1) In bezug auf die Galaktose hatte Meyerhof, (a. a. O.) auf Grund 
eines Versuchs angegeben, daf sie in ahnlicher Weise, wenn auch etwas 
sehwiicher als Glucose, Fructose und Mannose die Milchsiurebildung 
im Muskelbrei zu steigern imstande sei. Bereits in meiner ersten Ver- 
éffentlichung (a. a. O.) hatte ich diesen einen Versuch als unbeweisend 
bezeichnet und auch die SchluBfolgerung Meyerhofs bestritten, als ob 
die erwiihnten Monosaccharide in der Reihenfolge Fructose—Mannose— 
Galaktose wirksam seien. In einer kiirzlich erschienenen Erwiderung 
(Pfliigers Arch., Bd. 195, S. 36 [1922]) hat Meyerhof meinen Einwand 
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ll. Vergleichende Priifung von Glykogen, d-Glucose, 


: 2 Stirke, a-Diamylose, Tetramylose und Maltose. 

0 In den folgenden Versuchen 5 bis 13 (Tab. II) wurde eine 
n Reihe aus der Stirkechemie bekannter Kohlehydrate in ihrem 
. | Milchsiiurebildungsvermégen mit der unter Traubenzucker- und 
" | Glykogenzusatz zu erreichenden Steigerung der Milchsiure- 
} f _pildung verglichen. Zu diesem Zweck wurden in jedem Versuch 
. - neben den neu zu priifenden Kohlehydraten stets noch einmal 


zwei Ansiitze mit Glykogen und Traubenzucker gemacht, um 


gegen die Reihenfolge der Wirksamkeit der gepriften Zucker als be- 
: rechtigt anerkannt, dagegen daran festgehalten, dai durch seine Ver- 
1 ; suche zum ersten Male eine Steigerung der Milchsiurebildung des Muskel- 
breis durch von auSen zugesetzte Kohlehydrate gezeigt worden sei, ein 
befund, der von mir lediglich hiitte bestiitigt werden kénnen. 

Was zuniichst die Zeitlichkeit der Verdéffentlichungen betrifft, so 


| | sind die Versuche von uns beiden ziemlich gleichzeitig und unabhingig 
voneinander angestellt worden. Wenn auch die ausfiihrliche Verdéffent- 
4 lichung meiner Ergebnisse erst nach Erscheinen der Meyerhofschen 
; ; Arbeiten erfolgte, so konnte das wesentliche Ergebnis bereits im April 


1921 auf dem 33. Deutschen Kongre8 fiir innere Medizin in Wiesbaden 
(Verhandlungen 8. 263) mitgeteilt werden, als Meyerhofs Arbeit noch 
nicht erschienen war. 

Auf Grund meiner letzten Versuche besonders tiber das Verhalten 
der Galaktose, mu8 ich jedoch an meiner Behauptung, dab Meyerhof 
in seinen erwihnten Versuchen eine Steigerung der Milchsiiurebildung 
durch Zusatz verschiedener Monosaccharide nicht bewiesen hat, fest- 
halten. 

Er hat in diesem einen Versuch zunichst die Muskeln 18'/, Stunden 
: id in puffernder Phosphatlésung unter Cyankalizusatz sich selbst tiberlassen 
| und dann noch 3'/, Stunden lang ihre Milchsiurebildung unter Kohle- 
hydratzusatz weitergehen lassen. Dabei erhielt er eine Steigerung um 
0,07 bis 0,13°/,. Diese Steigerung liegt meiner Ansicht nach zum Teil 
so knapp auBerhalb der methodischen Fehlergrenzen, dal sie nichts 
beweist. Da Meyerhof jedoch die Genauigkeit der Milchsiiurebestim- 
mungsmethode, besonders in der von ihm angewandten Form iiberschiitzt, 
zieht eraus seinen zukleinen Unterschieden eine Reihe unrichtiger Schliisse. 
Kinen dieser Fehlschliisse, daB ,,Blausiiure die Bildung der Milchsiure 
ius Glykogen verhindert“ (Pfliigers Arch., Bd. 188, S. 159, Zeile 15 von 
oben) habe ich bereits friiher widerlegen kénnen. Einen weiteren Irrtum 
[ Meyerhofs, da8 Galaktose die Milchsiurebildung im Muskelbrei zu 
steigern vermége, glaube ich auf Grund der oben mitgeteilten vier Ver- 
suche ebenfalls richtig gestellt zu haben. 
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aus dem Verhalten dieser beiden, am genausten beobachteten 
Substanzen gut vergleichbare Anhaltspunkte fiir das Verhaltey 
der neu untersuchten Kohlehydrate zu gewinnen. Gepriift 
wurden Stirke in verkleisterter (Stab 8) und in nicht ver- 
kleisterter Form (Stab 9). Ferner Diamylose (Stab 10) und 
Tetramylose (Stab 11). Priaparate dieser beiden Substanzen, 
die bekanntlich bei der Einwirkung des Bac. macerans au/ 
Stirke entstehen, sind mir von Herrn Prof. Karrer aus Ziirich 
in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt worden, wofiir 
ich ihm auch hier meinen besten Dank aussprechen méchte. 
SchlieBlich wurde auch Maltose (Stab 12) noch einmal in den 
Kreis der Betrachtung gezogen, da in friiheren Versuchen ihr 
Verhalten nicht ganz eindeutig festgestellt werden konnte. 

Die Ergebnisse der in den Monaten Marz bis August an- 
gestellten Versuche sind in Tab. II zusammengestellt. Uber 
den EinfluB von Traubenzucker (Spalte 6) und Glykogen 
(Spalte 7) auf die Milchsiiurebildung brauchen wir nicht mehr 
viel zu sagen. Er entspricht auch hier dem in den zahlreichen 
vorangehenden Versuchen dieser und friiherer Arbeiten be- 
obachteten Verhalten, nach dem Traubenzucker unter den ge- 
wohnlichen Bedingungen immer eine deutliche Steigerung der 
Milchsiurebildung hervorruft, die aber hinter der durch Glykogen- 
zusatz zu erzielenden meist recht erheblich zuriickbleibt. Nur 
in Versuch 9 blieb die sonst regelmifSig unter Traubenzucker- 
zusatz zu beobachtende Miulchsiurebildung aus. Vielleicht 
handelt es sich um irgendwie geschidigte Tiere, da ja in der 
vorangehenden Arbeit festgestellt werden konnte, daB starke 
strukturelle Schidigungen der Muskulatur, wie sie durch 
wiederholtes Gefrierenlassen in fliissiger Luft und Wieder- 
auftauen gesetzt werden kénnen, die Fahigkeit der Milchsiure- 
bildung aus zugesetztem Traubenzucker so gut wie vdllig aui- 
hebt, wihrend die Milchsiurebildung aus Glykogen dabei noch 
erhalten bleibt. 

Durch Stirkekleister, der bereits in friiheren bei 45° an- 
gestellten Versuchen steigernd auf die Milchsiurebildung ein- 
gewirkt hatte, lie® sich auch bei 30° nach 4stiindiger Dauer 
eine betriichtliche Mehrbildung von Milchséure nachweisen 
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‘Stab 8 gegeniiber Stab 5), die in Versuch 7, 9 und 10 in ihrer 
GréBenordnung durchaus der unter EinfluB von Glykogen 
erzielten entsprach: in Versuch 7 war sie etwas kleiner, in 
Versuch 9 wesentlich gréBer als die durch Glykogenzusatz be- 
wirkte Milchsiuremehrbildung. Nur in Versuch 8 blieb sie 
betrachtlich hinter dem Glykogenwert zuriick und lag mit 
0,273°/, noch deutlich unter dem Traubenzuckerwert von 
0,406 °/,, so daB wir die Méglichkeit offen lassen miissen, dab 
bei dieser Bestimmung ein Analysenfehler unterlaufen ist. 
Nur verkleisterte Starke kann vom Muskelbrei bei 30° an- 
gegriffien werden. Setzt man die Stirke unverkleistert als 
unlisliches Pulver hinzu, so tritt keine Mehrbildung von Milch- 
siiure ein, wie in den Versuchen 7 und 9 ein Vergleich zwischen 
Stab 5 und 9 zeigt. 

Durch Diamylose, die in 6 Versuchen gepriift wurde, lief 
sich niemals eine Steigerung der Milchsiurebildung erzielen, 
wie ein Vergleich zwischen den in den Stiben 10 und 5 ver- 
zeichneten Werten erkennen laBt. Entweder sind die beiden 
Werte praktisch identisch, oder die Unterschiede fallen noch 
innerhalb der methodischen Fehlergrenzen. Ahnlich verhielt 
sich die in Versuch 11—13 gepriifte Tetramylose. Nur in 
Versuch 11 steigerte sie die Milchsiurebildung um 0,05°/, baw. 
(),1°/,, je nachdem welchen der beiden nicht sehr gut iibereinstim- 
menden Werte der Doppelbestimmung fiir die genuine Milchsiiure- 
bildung (Stab 5) man der Berechnung zugrunde legt. Jedenfalls 
ist auch in diesem Versuch die Steigerung durchaus zweifelhaft 
und keinesfalls mit der unter dem Einflu8B von Traubenzucker 
und Glykogen erzielbaren Milchsiuremehrbildung zu vergleichen. 

Maltose (Stab 12), in fiinf neuen Versuchen gepriift, erwies 
sich dreimal einwandfrei als unwirksam (Versuch 8, 10, 13). 
In Versuch 7 betriigt die Steigerung der Milchsiurebildung 
weniger als 0,1°/,, so daB sie noch innerhalb der methodischen 
Fehlergrenzen liegen diirfte. In Versuch 12 betrigt sie etwas 
liber 0,1°/,, was als eine gerade erkennbare Steigerung an- 
gesehen werden kann. 

Auch die SchluB8folgerungen aus diesen Versuchen werden 
Wir zusammenhingend am SchluB der Arbeit besprechen. 
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Ill. Vergleichende Priifung von Glykogen, Rohrzuckery. 
»Karamose®“, d-Sorbose und Inulin. 

In den beiden letzten, in Tab. II] zusammengestelltey 
Versuchen wurde noch eine Reihe anderer Kohlehydrate zum 
Muskelbrei zugesetzt, um zu sehen, ob sie gegeniiber Ver. 
gleichsansitzen von Glykogen ebenfalls imstande seien, eine 
Steigerung der Milchsiiurebildung hervorzurufen. 

Gepriift wurde Rohrzucker, bei dem allerdings von vorn- 
herein anzunehmen war, daB die fiir einen etwaigen Abbau zu 
Milchsiure zunichst notwendige Invertase der quergestreiften 
Muskulatur fehlt. 

Ferner ,,Karamose“, ein von Merck vor einigen Jahren 
auf Anregung von EK. Grafe hergestelltes Praparat, das durch 
héheres Erhitzen von Traubenzucker gewonnen, vom diabetischen 
Organismus wesentlich besser soll ausgenutzt werden kénnen, 
als andere Kohlehydrate!). Da ich bereits in meiner ersten 
Arbeit die relative Schwierigkeit, mit der Traubenzucker im 
Gegensatz zum Glykogen vom quergestreiften Muskel zu Milch- 
siure abgebaut werden kann, mit der diabetischen Stérung 
in Verbindung zu bringen versucht habe, lag es nahe, auch 
die Verwertbarkeit der ,,.Karamose“, beurteilt auf Grund ihres 
etwaigen Milchsaiurebildungsvermégens im zerkleinerten Muskel- 
gewebe zu untersuchen. Dabei lieB ich mich von dem Ge- 
danken leiten, da mdéglicherweise die hohe Erhitzung das 
Traubenzuckermolekiil in einer Weise umgestalte, daB es 
eichter vom Muske1 zu Milchsiiure abgebaut werden kénnte. 

Drittens wurde d-Sorbose untersucht, die bekanntlich zu 
den Ketosen gehért und im tierischen Organismus nicht vor- 
kommt. Trotzdem ist sie von Embden und Mitarbeitern’*) 
in Durchblutungsversuchen an der kiinstlich durchstrémten 
Leber gewonnen worden, als sie dem Durchstrémungsblute 
den unnatiirlichen d,l-Glycerinaldehyd zusetzten. Weiterhin” 
lieB sich zeigen, da in der isolierten, glykogenarmen Hunde- 


') E. Grafe, Verhandl. d. (33) D. Congr. f. innere Med. S. 247 (1921). 

*) Embden, Schmitz u. Wittenberg, Diese Zs. Bd. 88, 8. 210 
(1913). 

8) Embden u. Griesbach, Diese Zs. Bd. 91, 8. 251 (1914). 
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leber d-Sorbose regelmaBig Traubenzucker, vereinzelt auch 
Milchsiure bildet. 

SchlieBlich wurde Inulin gepriift, ein Polysaccharid, das 
bei hydrolytischer Spaltung Fructose liefert und nach neueren 
Untersuchungen?) in gleicher Weise als ein Polymerisations- 
produkt der Anhydrofructose aufgefaBt werden kann, wie Gly- 
kogen als ein solches der Anhydromaltose. 

Um es gleich voraus zu schicken, alle erwihnten Kohle- 
hydrate, die in Versuch 14 und 15 gepriift wurden, erwiesen 
sich als unwirksam, wie ein Vergleich zwischen Stab 5 (Tab. IIT) 
einerseits und den Staben 7—10 anderseits ergibt. DaB es 
sich in diesen beiden Versuchen nicht um an sich unwirksame 
Muskulatur gehandelt hat, ersieht man aus der starken Milch- 
siurebildung, die sich durch Zusatz von Glykogen (Stab 6) 
erzielen lieb. 

Rechnerisch ergibt sich in Versuch 14 unter Rohrzucker- 
zusatz eine Milchsiiuremehrbildung von etwa 0,06°/,, eine fast 
gleich groBe, wie die aus zugesetzter ..Karamose“ und d-Sorbose 
errechnete, Werte, die zwar gerade an den Grenzen der metho- 
dischen Fehlerbreite liegen, aber wahrscheinlich dadurch zu- 
stande kamen, daB der Ausgangswert der ohne Zusatz von 
Kohlehydrat erzielten (genuinen) Milchsiurebildung gerade etwa 
um den Betrag von 0,06°/, zu gering ausfiel, was sich aus 
der guten Ubereinstimmung der vier iibrigen in Stab 7—10 
verzeichneten Werte schlieBen 1laBt. 

Ahnlich fiel Versuch 15 aus, bei dem sich unter dem 
KinfluB der ,,.Karamose“ auch wieder eine Bildung von 0,06°/, 
errechnen liBt, wihrend Rohrzucker und d-Sorbose ginzlich 
unwirksam blieben, Inulin sogar die genuine Milchsiurebildung 
hemmte. In einer Kontrolle iiberzeugten wir uns davon, daB 
das Karamosepriparat auch nach lingerem Verweilen in 
Phosphatlésung bei 30° aus sich heraus keine Milchsiure 
oder Milchsiiure vortiuschenden Substanzen bildete. Die bio- 
chemischen Schlu8folgerungen aus diesen Versuchen werden 


') Karrer u. Lang, Helv. chim. acta, Bd. 4, S. 249 (1921); Karrer, 
Staub u. Wilti, Helv. chim. acta, Bd. 5, 8S. 129 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 15 
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gleichfalls im Zusammenhang mit der Betrachtung der iibrigen 
Kohlehydrate gezogen werden. 


IV. Ergebnisse und SchluBfolgerungen. 


In Tab. IV sind aus allen Versuchen dieser sowie de: 
beiden 6fters erwahnten friiheren Arbeiten, in denen die additio- 
nelle Milchsiurebildung des Froschmuskelbreis unter dem Kin- 
tluB zugesetzter Kohlehydrate gepriift wurde, die geringste und 
die héchste beobachtete Mehrbildung, sowie der aus allen 
Analysen errechnete Mittelwert angegeben. Um sich auf genau 
vergleichbare Zahlen stiitzen zu kénnen, sind nur die Versuche 
aufgenommen worden, in denen der in gewodhnlicher Weise 
mit der Schere feinzerkleinerte Muskelbrei von Frithlings- und 
Sommerfréschen 3—4 Stunden lang bei 30° gehalten und die 
Kohlehydrate in 2°/,iger Loésung zugesetzt wurden. Bei 
Doppelbestimmungen wurde das arithmetische Mittel den Be- 
rechnungen zugrunde gelegt. 

Als stirkster Milchsiurebildner erwies sich das in 23 Ver- 
suchen gepriifte Glykogen mit einer durchschnittlichen Steigerung 
der Milchsiurebildung um 0,7°/,. Starkekleister, der nur in 
4 Versuchen zugesetzt werden konnte, ergab den wesentlich 
geringeren Mittelwert von 0,466°/,, was aber darauf zuriick- 
zufiihren sein diirfte, da8 in einem Versuch nur die sehr geringe 
Mehrbildung von 0,115°/, gefunden wurde, ein Befund, der 
vollig aus der Reihe fallend, bei der verhiltnismiBig geringen 
Zahl der Versuche den Mittelwert natiirlich stark herabdriickt. 
Denn in den drei anderen Versuchen entsprach die Wirksamkeit 
der Starke in ihrer GréSenordnung durchaus der des Glykogens. 

In erheblichem Abstand vom Glykogen folgen Liivulose 
mit 0,484°/,, Dextrose mit 0,395°/,, Mannose mit 0,327°/,. 
Hieraus ergibt sich, daB Livalose im Durchschnitt deutlich 
wirksamer ist als Traubenzucker, eine Erscheinung, die mit 
zahlreichen Befunden einer leichteren Verwertbarkeit der Livu- 
lose gegeniiber der Dextrose im tierischen Organismus iiberein- 
stimmt. Auch weiterhin der Abstand zwischen Dextrose und 
Mannose entspricht durchaus anderen Befunden iiber die bio- 
logische Wirksamkeit dieser drei epimeren Zucker, die dem- 
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nach auch hier in der Reihenfolge: Livulose, Dextrose, Man- 
nose auftreten. Galaktose dagegen fallt véllig aus. Der 
Mittelwert von 0,014°/, liegt durchaus innerhalb der metho- 
dischen Fehlergrenzen. Ebenso verhilt sich Sorbose, eine 
natiirlicherweise im Organismus nicht vorkommende Ketose. 

Alle von uns untersuchten Disaccharide erwiesen sich als 
unwirksam. Vom Rohrzucker war das zu erwarten, da das 
Vorkommen von Saccharase im tierischen Organismus auBer- 
halb des Darmkanals selbst nach Vorbehandlung mit Saccha- 
rose noch immer ungeklart zu sein scheint.') Recht auffallend 
dagegen ist das Verhalten der Maltose, die in 8 Versuchen 
zugesetzt zwar mitunter eine gerade erkennbare Steigerung 
der Milchsiiurebildung ergab, der Durchschnittswert von 0,026 °/, 
ist aber so gering, daB der Schlu8 durchaus berechtigt erscheint, 
da8 Maltose unter den gewihlten Versuchsbedingungen vom 
Muskelbrei so gut wie nicht in Milchsiure umgewandelt werden 
kann, in schroffem Gegensatz zum Traubenzucker und vor 
allem zum Glykogen. Dieser Befund war, wie gesagt, nicht 
zu erwarten, denn man nahm bisher an, daB auch beim diasta- 
tischen Abbau von Glykogen im Tierkérper, der doch offenbar 
der Milchsiurebildung vorangeht, zunichst Maltose entsteht, 
die dann weiterhin in Monosaccharide, wahrscheinlich Trauben- 
zucker, aufgespalten wird, der seinerseits erst bei seinem 
weiteren Abbau, bzw. nach intermediairer Paarung an Phosphor- 
siure, in 2 Molekiile Milchsaure zerfallt. 

Bereits auf Grund friiherer Befunde hatte ich jedoch die 
Ansicht ausgesprochen, daB die bisherigen Anschauungen tiber 
den Kohlehydratabbau im Muskel, besonders iiber die Um- 
wandlung von Glykogen zu Milchsiure insofern einer Revision 
unterzogen werden miiBten, als Traubenzucker und, wie jetzt 
hinzugefiigt werden kann, auch Maltose, nicht auf dem direkten 
Abbauweg des Glykogens zu liegen scheinen. Auf Grund der 
Tatsache, daB unter gewissen Versuchsbedingungen Trauben- 
zucker im Gegensatz zum Glykogen iiberhaupt nicht mehr vom 
Muskel verwertet werden kann, war die Hypothese aufgestellt 


1) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 121, S. 283 (1922). 
15* 
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worden, da8 dem Abbau des Traubenzuckers zu Milchsiiure, 
wahrscheinlich noch vor seiner Kuppelung mit Phosphorsiure, 
eine Umwandlung in eine ,,Reaktionsform“ vorangeht, die bei 
der Spaltung des Glykogens unmittelbar entsteht. Uber dic 
chemische Natur dieser Reaktionsform lieB sich nichts aussagen. 
Aus den bisherigen Befunden geht jedenfalls hervor, daB keines 
der untersuchten Monosaccharide und auch die Maltose nicht 
in Betracht kommen. Letzteres Disaccharid kann unter den 
gewihlten Versuchsbedingungen iiberhaupt keine Milchsiiure 
bilden, so da8 dem Muskelbrei sogar die Fahigkeit zu fehlen 
scheint, Maltose zu Traubenzucker zu spalten, woriiber noch 
besondere Versuche in Aussicht genommen sind. 

Besonderes Interesse bot die Untersuchung zweier weiterer 
Polysaccharide, die aus Starke und Glykogen durch Einwirkung 
des Bac. macerans zu erhalten sind und die uns, wie bereits 
erwihnt, durch die Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. Karrer 
zuginglich gemacht wurden. Ihre chemische Natur ist von 
Karrer?) eingehend untersucht worden. Er faBt Diamylose 
als Anhydromaltose auf, Tetramylose als ein polymeres Produkt 
aus zwei Molekiilen Anhydromaltose. Starke und Glykogen 
sind ebenfalls Polymere der Anhydromaltose, nur im Poly- 
merisationsgrad von den Amylosen unterschieden. 

Wie aus Tab. IV hervorgeht, erwiesen sich beide Priparate 
als unwirksam, denn auch die in drei Versuchen gepriiite 
Tetramylose zeigte nur eine durchschnittliche Milchsiurebildung 
von 0,035 °/,, die noch innerhalb der methodischen Fehlev- 
grenzen liegt. Aus Diamylose war nach dem Durchschnitts- 
wert von 0,004°/, itiberhaupt keine Milchsiiurebildung zu 
beobachten. Dieser Befund zeigt, da® weder Diamylose noc 
Tetramylose die gesuchte Reaktionsform sind, noch auch, falls 
sie iiberhaupt vom Kaltbliitermuskelbrei in irgendeiner Weise 
angegriffen werden sollten, woriiber noch besondere Versuche 
anzustellen sind, die hypothetische Reaktionsform liefern. Ob 
das daran liegt, daB beim biologischen Abbau von Starke und 
Glykogen andere Zwischenprodukte entstehen, als beim Angrifi 


1) Karrer, Zs, f. angew. Chemie Bd. 35, S. 85 (1922). 








=~, Onn — 





Uber den Abbau der Kohlehydrate im quergestreiften Muskel. 223 


des Bac. macerans auf das Polysaccharidmolekiil, oder ob die 
verwandten Priparate lediglich infolge der chemischen Ein- 
griffe, die ihrer Reindarstellung zum Teil vorangingen, wie 
z. B. Acetylierung und Verseifung des Acetylprodukts, biologisch 
verindert und dadurch unangreifbar geworden sind, liBt sich 
yor Anstellung weiterer Versuche nicht entscheiden. Jedenfalls 
halte ich es nicht fiir gerechtfertigt, schon jetzt die vorliegenden, 
zuniichst negativen Befunde fiir oder wider die von Karrer 
entwickelten Anschauungen iiber die Struktur von Stirke und 
Glykogen ins Feld zu fiihren, wie das bereits von Prings- 
heim?) geschehen ist. 

Auf der Suche nach der ,,Reaktionsform“ der Kohlehydrate 
im quergestreiften Muskel erwies sich auch die Mercksche 
,Karamose“ nahezu als unwirksam, die ich aus den bereits oben 
geschilderten Erwigungen heraus zu meinen Untersuchungen 
herangezogen hatte. Nach dem negativen Ergebnis der zwei 
Versuche muB also die theoretische Erklirung fiir die giinstige 
Wirkung der ,,Karamose“ und iihnlich hergestellter Praparate 
beim Diabetes in einer anderen Richtung gesucht werden. 

Auch Inulin, das aus Fructosemolekiilen aufgebaute Poly- 
saccharid, von dem neuere Untersuchungen der Karrerschen 
Schule?) annehmen, daB es als ein Polymerisationsprodukt von 
Anhydrofructose aufzufassen sei, in analoger Weise, wie Stirke 
und Glykogen als Polymerisationsprodukte von Anhydromaltose, 
erwies sich als unwirksam. 

Zusammenfassend lassen sich auch die vorliegenden Be- 
tunde am besten so deuten, daB bei der Spaltung des Glykogens 
im quergestreiften Muskel ein besonderes, vielleicht noch un- 
bekanntes Kohlehydrat, oder eine besondere Form eines be- 
kannten Kohlehydrats entsteht, das leicht weiter zu Milchsiure 
abgebaut wird, méglicherweise nur deswegen, weil es sich be- 
sonders gut mit Phosphorsiure zu Hexosephosphorsiure ver- 
estert, die wir auf Grund der Untersuchungen Embdens und 
seiner Mitarbeiter stets als die unmittelbare Vorstufe der im 


) Pringsheim, Zs. f. angew. Chemie Bd. 35, 8. 345 (1922). 
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Karrer u. Mitarbeiter a. a. O. 
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Tabelle IV. 


Ubersicht und Mittelwerte der in allen bisherigen Versuchen durch 
2°/, igen Kohlehydratzusatz bei 30° beobachteten Mehrbildung von 








Milchsiiure. 

Zugesetztes Zahl der Geringste Hichste Mittelwert 

Kohlehydrat Versuche | Mehrbildung | Mehrbildung 
Dextrose 25 +- 0,008 + 0,828 + 0,595 
Liivulose 6 +- 0,322 + 0,647 + 0,484 
Mannose 4 + 0,173 + 0,695 + 0,327 
(xalaktose 4 — 0,001 + 0,030 + 0,014 
Sorbose . 2 — 0,013 + 0,062 + 0,024 
Saccharose . 2 — 0,030 + 0,064 + 0,017 
Maltose . 8 — 0,055 + 0,108 + 0,026 
Diamylose . 6 — 0,068 + 0,038 — 0,004 
Tetramylose 8 + 0,006 + 0,077 + 0,035 
Inulin 2 — 0,095 + 0,031 + 0,032 
Stirke 4 + 0,115 + 0,772 +- 0,466 
Glykogen 25 + 0,350 + 1,015 + 0,707 
.,Karamose‘ 2 + 0,061 + 0,061 + 0,061 














Muskel auftretenden Milchsiiure, sowie der gleichzeitig aui- 
tretenden Phosphorsiure zu betrachten haben. 

Diese besondere, als ,,Reaktionsform“ bezeichnete Stute 
des Kohlehydratabbaus im Muskel scheint weder mit Maltose, 
Sorbose, Glucose, Fructose und Mannose, noch Substanzen, die 
bei hoher Erhitzung von Traubenzucker entstehen, identisch 
zu sein. Fir ihre chemische Konstitution konnten bisher noch 
keine Anhaltspunkte gewonnen werden. Die Versuche, auf 


dem eingeschlagenen Wege, weitere Aufschliisse iiber ihre 
Natur zu erhalten, werden fortgesetzt. 































Chemische Untersuchungen iiber Kernfarbung. 
Von 


H. Steude!l und Shungo Osato. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 158. Oktober 1922.) 


DaB manche Bestandteile des Zellkernes sich mit basischen 
Farbstoffen intensiv firben, ist eine alte Erfahrung der Histo- 
logen: hat doch ein Bestandteil des Zellkerns, das Chromatin, 
iiberhaupt seinen Namen daher. Dieser Name sagt ja zunichst 
weiter nichts aus, als dab ein Kernbestandteil sich besonders 
stark mit Farbstoffen farbt, und als solche Farbstotie wurden 
sehr bald die basischen Farbstofie erkannt. Man schloB daraus, 
daB die sich farbenden Zellbestandteile saurer Natur sein 
miBten, und seitdem man als charakteristische Bestandteile 
der Zellkerne die Nucleinsiuren und ihre KiweiBverbindungen 
kennen gelernt hat, wird allgemein das Vermégen der Zell- 
kerne, sich mit basischen Farbstoffen zu firben, ihrem Gehalt 
aun Nucleinsiuren zugeschrieben und stillschweigend voraus- 
gesetzt, daB das Chromatin ein Kérper ist, der zur Gruppe 
der ,Nucleoproteide gehére. 

Welcher Art nun aber die der Kernfirbung zugrunde 
liegende Reaktion ist, dariiber ist bisher wenig Sicheres bekannt; 
denn das Aufnahmevermégen fiir die Farbstoffe ist fast aus- 
nahmslos nur mikroskopisch kontrolliert worden und quantitative 
chemische Analysen sind bei der Kleinheit der Objekte nicht 
ausfiihrbar gewesen. Fir eine genaue quantitative Berechnung 
der sich abspielenden Vorgiinge fehlten auch die geniigenden 
Unterlagen. Auf der einen Seite kannte man die zu farbenden 
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Kernstoffe in ihrer chemischen Struktur zu wenig, die Histo- 
logen behalfen sich mit iuBerlichen Bezeichnungen, wie Chro- 
matin, Volutin, die man summarisch als komplizierte EKiweif.- 
kérper zusammenfaBte, und verwiesen im iibrigen meist aut 
die Lehrbiicher der physiologischen Chemie, in denen aber 
auch nicht viel zu finden ist, was fiir die Fragen der Kern- 
farbung brauchbar ist. Auf der anderen Seite ist zwar die 
Zahl der Farbstoffe. sehr gro, die man auf ihr Kernfirbungs- 
vermégen untersucht hat, aber man hat die Farbstoffe meist 
sO angewandt, wie sie von den chemischen Fabriken geliefert 
wurden. Nun richten sich aber die Gesichtspunkte, nach denen 
die Farbstoffe fabrikmiBig dargestellt werden, nach dem Bedar!t 
und den Wiinschen der technischen Fiarberei. Dem Farber 
kommt es darauf an, eine méglichst dauerhafte, wasserunlésliche 
und lichtechte Fairbung zu erzielen und fiir diesen Zweck sind 
nur in den seltensten Fallen die analysenreinen Kérper brauchbar, 
fiir die, soweit es iiberhaupt méglich ist, chemische Struktur- 
formeln aufgestellt sind. Die handelsiiblichen Farbstoffe aber 
sind bis auf einige wenige keine reinen chemischen Individuen, 
sondern sie sind gewdéhnlich ,,eingestellt, d.h. es sind den 
eigentlichen Farbstoffen noch eine Reihe anderer Substanzen 
hinzugefiigt, die das Firbungsvermégen, sei es als Beize oder 
durch Bildung eines wasserunléslichen Farblacks, erhéhen und 
die in der Praxis so ausgeprobt sind, da8 fiir die zu farbenden 
Stoffe eine optimale Firbung erreicht wird. Die Art und 
Menge der einzelnen Zusiitze wird von den Fabriken nicht an- 
gegeben; man wird aber immer damit rechnen miissen, dab 
man in den Farbstoffen auBer den eigentlichen Farbstoffen 
noch die verschiedensten organischen und anorganischen Bei- 
mischungen, z. B. Dextrin, Alaun, vor sich hat. 

Benutzt man nun solche Gemenge von oft wechselnder 
Zusammensetzung zum Fiirben von Zellkernen, so leuchtet ein, 
da8 man nur sehr schwer zu klaren Resultaten iiber den Reak- 
tionsverlauf der Farbung kommen kann. Es wird so auch er- 
klirlich, warum die Vorstellungen iiber den FiarbeprozeB so 
unsicher hin und her schwanken. Will man hier weiter kommen, 
so muB man erstens analysenreine Farbstoffe bei den Farbe- 
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versuchen anwenden und zweitens mu8 man auch iiber solche 
zu farbenden Substrate verfiigen, die ihrer Struktur nach oder 
doch wenigstens analytisch bekannt sind. Von solchen Er- 
wigungen ausgehend, hat schon vor einigen Jahren der eine 
von uns die Salze der Thymonucleinsiure mit basischen Farb- 
stoffen untersuchen lassen.') Als Farbbasen wurden analysen- 
reines Malachitgriin und Krystallviolett benutzt und es wurde 
gefunden, dab die Thymonucleinsiiure als vierbasische Siure 
sich mit 4 Molekiilen der einsiurigen Farbstoffe zu einem 
neutralen Salz verbindet in derselben Weise wie mit anorganischen 
Basen. Wir haben jetzt diese Versuche weitergefiihrt und 
solche nucleinsiurehaltigen Stoffe untersucht, iiber die wir bis 
jetzt die besten analytischen Kenntnisse besitzen. Von natiirlich 
vorkommenden Kernsubstanzen standen uns die mit Wasser, 
Alkohol und Ather erschépften Képfe der Heringsspermien zur 
Verfiigung, die aus nucleinsaurem Clupein bestehen, ferner die 
reinen Kerne von Gianseblutkérperchen und endlich die Kerne 
von Thymusleukocyten. In den beiden letzten Stoffen laBt 
sich der Nucleinsiuregehalt leicht aus dem Phosphorgehalt 
derselben berechnen. Endlich haben wir zum Vergleich noch 
das auf kiinstlichem Wege gewonnene thymonucleinsaure 
Clupein und das ,,Nucleohiston“ nach Lilienfeld aus Thymus- 
driisen herangezogen. 

Setzt man nun voraus, daB in diesen Kérpern, die ja alle 
Salze der Nucleinsiure mit basischen EiweiBkérpern sind, der 
Farbungsproze8 in Form einer quantitativen doppelten Um- 
setzung verlauft, also z. B. nucleinsaures Clupein + salzsaure 
Farbbase = nucleinsaure Farbbase + salzsaures Clupein, so 
muB sich die dafiir nétige Menge der Farbbase theoretisch 
berechnen lassen. Experimentell liBt sich die Richtigkeit dieser 
Voraussetzung priifen, wenn man die zu farbenden Kérper mit 
einem Uberschu8 an Farbbase zusammenbringt und nach der 
Fiarbung die Menge des noch unverbrauchten Farbstoffes kolori- 
metrisch bestimmt. Die Differenz zwischen der zugesetzten 
Menge des Farbstoffes und der zuriickgebliebenen muB die von 


) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 80, 8. 73 (1912); Bd. 84, S. 309 (1913). 
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den zu firbenden Kérpern aufgenommenen ergeben. DaB etwa 
die gefiirbten Koérper selbst in Lésung gehen wiirden und so 
Fehler verursachen kénnten, war bei ihrer bekannten Unlés- 
lichkeit sehr unwahrscheinlich. Als Farbbase benutzten wir 
Krystallviolett in Form seines salzsauren Salzes, das nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren vom kiuflichen Priparat analysen- 
rein zur Verwendung kam. 


Spermatozoenkopfe. 


Die von uns benutzten, mit Wasser gewaschenen, mit 
Alkohol und Ather erschépften reifen Spermatozoenképfe des 
Herings enthielten lufttrocken 6,04°/, P im Durchschnitt. Legt 
man fiir die weiteren Berechnungen eine Formel der Thymo- 
nucleinsiure von C,,H,,03,N,;P, mit 8,53°/, P zugrunde, so 
berechnet sich in den Képfen ein Nucleinsiiuregehalt von 
70,87°/,. Wenn nun 1 Molekiil Nucleinsiure sich mit 4 Mole- 
kiilen Krystallviolett (C,,H,,N,Cl + 8H,O) umsetzt, so verlangen 
100 g Nucleinsiure 152g Krystallviolett. 100g K6épfe mit 
einem Gehalt von 70,87 g Nucleinsiure wiirden also 107,5 ¢ 
Krystallviolett zur Fiairbung nétig haben unter der Voraus- 
setzung, daB sich beim [irbeprozeB eine doppelte Umsetzung 
abspielt zwischen nucleinsaurem Clupein und salzsaurem Kry- 
stallviolett und daf die Reaktion quantitativ bis zu Ende 
verliuft. 

Als wir nun in unseren ersten Versuchen z. B. 0,3 ¢ 
Spermatozoenképte mit einer Auflésung von 0,5 g Krystall- 
violettchlorhydrat in 250 com Wasser mehrere Stunden auf der 
Schiittelmaschine schiittelten, dann von den intensiv dunkel- 
blau gefiirbten Képfen abzentrifugierten, stellte sich heraus, dab 
wir die Fliissigkeit viel zu sehr verdiinnen muften, um brauch- 
bare Ablesungen am Colorimeter von Dubosq zu erreichen, 
daB durch die groBen Verdiinnungen die Resultate unzuverlissig 
wurden. Wir haben deswegen zuvor zwei verschiedene Versuchs- 
reihen gemacht, in denen 1. die gleiche Menge Képfe mit ver- 
schiedenen Konzentrationen von Farbstoff gefirbt wurde und 
2. die gleiche Konzentration der Farbbase auf verschiedene 
Mengen von Képfen wurde einwirken lassen. 
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A. Firbung von Spermaképfen durch Krystallviolett von verschiedener 











Konzentration. 
Aufgenommene Menge Sp © e 
des Farbstoffes 36 ¢ © 
Menge Dauer ai si oar ae i i ie = 2s = = 
. _— Jie auf es Sy 
——— dex der 'Verhiiltnis] oY _ 3 & 
i sO Sper- Fi Ab- 100 g | gur ve- m ops 2 5 
Ne: ee SPT ee b sie solute Sperma- | prauchten Beage 
Farbstoffes] Lente ung |} 50 kovfebe-. ij fhe 2 
képfe Menge — Farbstoff- |= 2 & 
Me menge |.2.2 2> 
Menge Acts 
g Stdn. g g "le g 
1 | 1,0¢ in | 0,5 24 | 0.2881 46,62 | 28,31 107,5 
100 ecm 
2 0,6 g in 0,5 24 0,1765 39,30 | 29,42 L07,5 
100 cem 
3 0,36 g in 0,5 24 0,1422 28,44 | 39.50 107.5 
100 eem | 
| 
t $0,216 ¢ in] 0,5 24 10,0982 19,64 | 45,46 107,5 
100 cem 
5 40,1296 g int 0,5 24 10,0816 16,32 | 62,96 107,5 
100 cem | 

















Die Versuche zeigen, daB selbst bei einem grofen Uber- 
schuB von Farbstoif nicht die verlangte Menge aufgenommen 
wird, sondern dai nur ein Teil (kaum die Hilfte der von uns 
berechneten Menge im giinstigsten Falle) gebunden wird. Zu 
dem gleichen Resultat kommt man, wenn man die gleiche Kon- 
zentration des Farbstoffs auf verschiedene Mengen von Sperma- 
képfen wirken liBt. 

In der vierten Spalte ist jedesmal die im Versuch ver- 
brauchte Menge Farbstoff angegeben, in der fiinften Spalte die 
Menge Farbstoff, die auf 100 g Spermaképfe bezogen ist. Die 
sechste Spalte gibt die Beziehung der zugesetzten zur auf- 
genommenen Menge J arbstoff in Prozenten ausgedriickt an. 
Wir haben sie hier mit aufgenommen, um eine Ubersicht 
dariiber zu geben, ob auch wirklich die zugesetzte Farbstoff- 
menge ausreichend gewesen ist. Das ist, wie man sieht, fast 
durchweg der Fall gewesen, es ist nur in einigen wenigen 
Fallen mehr wie die Hilfte des zur Verfiigung stehenden Farb- 
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5. Firbungsversuch von Spermaképfen durch Krystallviolett derselben 
Konzentration bei variierter Menge der Spermaképfe. 








Aufgenommene Menge ; 
Mu des Farbstoffes a Farb- 
Menge RE AAR 
der ga ‘Die auf =14:.| die 100 ¢ 
Konzen- Sper- 4 Ab | 100¢ Verhiiltnis Sperma- 
Nr. | tration des} ma- Fir- er is e > _| zur ge- bile theo. 
Farbstoff bung | solute /PP°™2" | brauchten | ~OP2©, S260 
arOstoles! kénpfe > | Menge |kOpfebe-| 1, retisch ver- 
Menge | Farbstoff- 
| zogene langt 
| Menge menge 
g Stdn. a ie ee a. g 
6] 03g in | 0,222] 24 |0,0541 | 24,37 | 18,03 107,5 
100 ecm 
7 do. 0,333| 24 |0,0826 24,81 | 27,53 107,5 
8 do. 0,5 24 10,1192 23,84 | 39,73 107,5 
9 do. 0,75 24 10,1666 22.21 | 55,53 107,5 
10 do. 1,125} 24 |0,2296 19,79 | 74,20 107,5 
11 | Og in | 0,1 24 |0,02157! 21,57 | 21,57 107,5 
100 ecm 
12 do. 0,2 24 |0,03730 18,65 | 37,30 107,5 
13 do. 0,4 24 |0,07121| 17,80 | 71,21 107,5 
14 do. 0,8 24 |0,09581 11,98 | 95,81 107.5 

















stofis verbraucht (Versuch 5, 9, 10, 18, 14). Die letzte Spalte 
endlich gibt den Wert, der sich nach den oben angefiihrten 
Uberlegungen theoretisch berechnet. Durch Vergleich de 
fiinften mit der siebenten Spalte ergibt sich, daB der theoretisch 
berechnete Wert bei weitem nicht erreicht wird. Trotz reichlich 
dargebotenen Farbstofies ist die Umsetzung niemals dem be- 
rechneten Werte entsprechend; dabei mu8 man noch beriick- 
sichtigen, daB die héchsten gefundenen Werte (Nr. 1 und 2) 
wegen der fiir die Ablesung erforderlichen groBen Verdiinnung 
die unsichersten sind. Die einfachste Erklirung fiir dieses 
Verhalten ist die, daB die im Anfange aufgestellte Reaktions- 
sleichung 

Nucleinsaures Clupein + salzsaure Farbbase = nucleinsaure 

Farbbase + salzsaures Clupein 


nicht quantitativ verliuft. Ein solches Verhalten steht auch 
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mit unseren sonstigen Kenntnissen von den Nucleoproteiden 
gut im Kinklang. Denn auch durch starke Mineralsiuren 
lassen sich die Nucleoproteide nicht restlos zerlegen und die 
EiweiBkomponente aus ihr herauslésen. Weder bei den Sperma- 
tozoenképfen noch beim ,,Nucleohiston“, ebensowenig beim 
kiinstlichen nucleinsauren Histon erhilt man die berechnete 
Menge Kiweii durch Salzsiurebehandlung.') In zweiter Linie 
miiBte man wohl daran denken, daB auch rein mechanisch die 
Reaktion nicht bis zu Ende verlaufen kann. Denn es wird 
sich bei der Farbung zunichst an den Au8enfliichen das ganz 
unlésliche nucleinsaure Farbsalz bilden und so den Farbstoff 
daran hindern, weiter in die inneren Teile einzudringen. Wir 
haben unsere gefirbten Spermaképfe auf dieses Verhalten 
mikroskopisch untersucht, konnten aber keine entscheidenden 
Bilder hierfiir auffinden. So scheint uns die erste Erklirung 
wahrscheinlicher und wir haben nun, um die Frage weiter zu 
klaren, vergleichende Messungen angestellt iiber das Aufnahme- 
vermégen von Spermaképfen und von kiinstlichem nucleinsauren 
Protamin. Bei diesen Versuchen haben wir nun die Menge 
der Spermaképfe bzw. des nucleinsauren Protamins so gewahlt, 
daB die colorimetrischen Ablesungen am zuverliissigsten wurden. 
Wird dann unter gieichen Bedingungen in beiden Fillen die 
gleiche Menge Farbstoff gebunden, so muB, da beim nuclein- 
sauren Protamin es sich zweifellos um Salzbildung handelt, 
das gleiche auch beim Spermatozoenkopf der Fall sein. 


Vergleich zwischen Spermakoépfen und nucleinsaurem Protamin. 


Das Priiparat von Spermakipfen war das gleiche wie beim 
ersten Versuch. Das nucleinsaure Clupein enthielt lufttrocken 
),6°/, P, enthielt also 65,65°/, Nucleinsiure der Formel 
C,,H,,O3,N,,P, und verlangte fiir 100 g Substanz 99,7 ¢ 
Krystallviolett. Als Beispiel fiir die Untersuchungsmethode 
moégen folgende Zahlen dienen: 

0,5 g Krystallviolett wurden im MeBkolben in 250 ccm 
Wasser gelést. 50 ccm der Liésung wurden auf 100 ccm ver- 


1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 90, S. 291 (1914). 
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diinnt und mit 0,5 g Spermakiépfen 1 Tag lang auf der 
Maschine geschiittelt. Am niachsten Tage (nach 24 Stunden) 
wurde 1 Teil der Probe zentrifugiert und die obenstehende 
Fliissigkeit 100 fach verdiinnt. 

Aus der Stammlésung wurde eine Loésung derselben Ver- 
diinnung hergestellt. Beide Lésungen wurden colorimetrisch 
verglichen. 

Skalenablesung: Vergleichslésung 6,0, Probe 23,9, 
Also wiedergefunden 6,0 : 23,9 =a:0,1; wv = 0,0251 g. 
Die an die Spermaképfe gebundene Menge ist also 
gleich 0,1 g — 0,0251 g = 0,0749 g. 

Noch ein Beispiel mit konzentrierterer Farblésung: 

2g Krystallviolett werden in 100 com Wasser gelést und 
40 com davon auf 100 verdiinnt (also 0,8 g Krystallviolett in 
100 ccm H,O). 0,5 g Spermaképfe werden 1 Tag auf der 
Maschine geschiittelt, am nichsten Tage zentrifugiert und die 
Stammlésung sowohl wie die Probefliissigkeit 5000 fach ver- 
diinnt und colorimetrisch verglichen. 

Skalenablesung: Vergleichslésung 30,0, Probe 38,7, 
also 30:38,7=2:0,8; «2=0,6202 g Krystallviolett wiedergefunden, 
oder 0,8 g — 0,6202 g = 0,1798 ¢ gebunden. 

Wir haben auch versucht festzustellen, ob bei unseren 
Versuchen Uberfirbung auftreten wiirde, und haben z. B. 
den eben angefiihrten Versuch noch 4 Tage bei Zimmer- 
temperatur stehen lassen. Dann wurden die tiefblauschwarz 
gefirbten K6épfe abzentrifugiert, gesammelt, mit wenig Wasser 
kurz gewaschen und dann mit 250 ccm Wasser 1 Tag ge- 
schiittelt. Die Fliissigkeit firbte sich nur schwach blau. 
colorimetrisch wurden nur 0,00884 g Farbstoff gefunden. Das 
Verhiltnis der von den gefirbten Spermaképfen abgegebenen 
Farbmenge zu der anfangs aufgenommenen ist also nur 4.93°/,. 

Die Zahlen der nebenstehende Tabelle haben die gleichen 
Bedeutung wie in der ersten Tabelle. 

Die Zahlen der Versuche Nr. 19 und 20 sind unsicher, 
weil die Fliissigkeiten zu stark verdiinnt werden mufSten, um 
brauchbare Ablesungen zu liefern. 

Ks ergibt sich, daB unter gleichen Bedingungen sowohl 
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Konzentra- 


_|tion u. Menge 


des Farb- 
stoffes 


0,1 g 
in 100 ecm 
do. 
do. 
do. 
0,8 g 
in 100 ecm 
do. 
0,1 g 
in 100 cem 


do. 





do. 





Die zu firbenden 
Substanzen 


Spermaképfe 


do. 
do. 
do. 
do. 


do. 
Nuclein- 
saures 
Protamin 
do. 


do. 








Dauer 
der 
Firbung 


3 Tage 
24 Stdn. 


| Die auf 
100 g 
pecione lata 
Menge pezogene 
| Menge 
§ | § 
0,0749 
0,0765 || 15,30 
0.04275 | | 14,25 
0.05151 | {17,17 
0,1798 | | 35,96 





0,2576 |? 


51,52 





0,03104 |) 10,31 
0,03333 |] 11,11 
0,04709 |} 9,42 








die Spermaképfe wie das Salz des nucleinsauren 
die gleiche Menge Farbe aufnehmen, daB also tatsiichlich eine 
doppelte Umsetzung zwischen Substrat und Farbsalz_ statt- 
findet, daB die Reaktion aber nicht zu Ende verliuft, sondern 
daB nur der 10. Teil des Farbstoffes gebunden wird. 


Die aufgenommene Menge 
des Farbstoffes 





1498 | 











Pot, 
e865 
one 

—| £23 
eS > 
Verhilt- | 5 2 = 
nis zu ge-| 2 We 
brauchter| & S S 
Farbstoff-| & = = 
menge ra = 
"lo a ia _ 
74,9 107,5 
| 76,5 | 107.5 
| 42,75 | 107,5 
| 51,51 107,5 
22,48 107,5 
32.20 | 107.5 
31,04 99,63 
33,33 | 99,63 
47,9 99,6 
Protamins 


Ganz in dem gleichen Sinne sind nun die Versuche an 
den Kernen von Ginseblutkérperchen, Thymusleukocyten und 
am ,,Nucleohiston“ ausgefallen. 


Farbungsversuche an Kernen von Ganseblutkorperchen, 
an Thymusleukocyten und an ,,Nucleohiston“. 

Die von uns benutzten Kerne der Ginseblutkérperchen, 

nach Plenge?) dargestellt, enthielten lufttrocken 4,44°/, P, 

also 52,05°/, Nucleinsiiure, und verlangen demnach zur voll- 





') Ackermann, Diese Zs. Bd. 43, S. 300. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 
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stindigen Umsetzung mit salzsaurem Krystallviolett 78,99°) 
Krystallviolett. 

Die Thymusleukocyten enthielten 2,7°/, P, also 31,65”), 
Nucleinsiure und verlangen 48,03°/, Krystallviolett. 

Das ,,Nucleohiston“ endlich enthielt 3,8°/, P oder 44,55°/, 
Nucleinsiure, aus der sich ein verlangter Wert von 67,60°/, 
Krystallviolett berechnet. 











Die zu farbende Die aufgenommene Menge } ¥. 
: des Farbstoffes S 
Substanz L See ne eee _|¢ 
agate ws | Se =| 
ae | Dauer Die auf sir , 
5 aaa cgiai der jAbsolute|_ 100 § | prauch- | 2 
des Farb- f ie ‘Substanz os 
Menge Art Firbung| Menge | ter Farb-| = 
stoffes | ©” \bezogene stuf. |© 
, Zs © 
| _ Menge menge | 
. 3 | . . =. ae s */o | 
01g 0,3 | Giinseblut- ]24Stdn.] 0,05288 14,29 52,88 
in 100 ecm kérperchen 
do. 0,3 | Thymus- [24 ,, | 005316) 14,39 | 53,16 
leukocyten 
do. 0,5 | Nucleohiston | 24 0,09805, 19,61 98,05 
do. 0,3 do. 24 0,09000 30,00 90,00 
0,3 2 0,3 do. 24 ., |0,0973 | 32,48 | 82,43 
in 100 ecm 























Auch in diesen Versuchen zeigt sich also, dab die Um- 
setzung zwischen Substrat und Farbbase nicht bis zu Ende 
verliiuft, sondern fast auf der gleichen Stufe wie bei den 
Spermaképfen und beim nucleinsauren Protamin stehen bleibt. 


Es schien uns nun wiinschenswert, die Basis fiir unsere 
Anschauungen iiber den FiirbprozeB der Zellkerne zu verbreitern, 
und wir haben uns nach anderen Farbstoffen umgesehen, um 
mit ihnen die gleichen Versuche wie mit dem Krystallvioleti 
auszufiihren. Die Auswahl erscheint zunichst sehr groB, sowie 
man aber aus den anfangs dargelegten Griinden zu analysen- 
reinen Farbstoffen iibergehen will, schrumpft die Anzahl der 


| 


theoretisch be 


fiir 100 g Sub- 
rechnet ist 


die 
stanz 








atanz theoretisch be- 
rechnet ist 
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prauchbaren Farbstoffe sehr zusammen. Wir haben uns vor- 
laufig damit begniigt, das altbekannte Methylenblau in der 
Form von ,,Methylenblau rectif. nach Ehrlich“ in den Kreis 
unserer Untersuchungen zu ziehen. Das Priaparat, das wir 
zuerst benutzten, enthielt, nach Dumas verbrannt, im Durch- 
schnitt 8,26°/, N 

0,1523 g gaben 10,9 cem N (¢ = 21°, p = 76,0 cm) = 8,11°/, N, 

0,2094g ,, 15,5 ceem N (¢= 21°, p = 75,8 em) = 8,40°/, N. 

Fiir das Zinkdoppelsalz des Methylenblaus C,,H,,N,SCl- 


18‘°3 


‘ZnCl, + H,O berechnet sich ein N-Gehalt von 8,87. Dem- 


entsprechend wurde auch in dem Priparat, nach dem Schmelzen 
mit Soda und Salpeter, in essigsaurer Lésung ein weiBer 
Niederschlag von Schwefelzink erhalten. Ein Zinkgehalt in 
der Farbbase kompliziert aber die Berechnung der fiir Nuclein- 
siure verlangten Menge Farbsalz sehr, weil ja auch das Zink 
mit Nucleinsiure eine Verbindung eingeht, die in neutraler 
Lésung unléslich ist. Wahrscheinlich liegt darin, dab auBer 
der Verbindung mit der Farbbase sich auch ein ganz un- 
lésliches nucleinsaures Zinksalz bildet, ein Grund, warum 
das Methylenblau ein sehr viel besseres Kernfirbungsmittel 
ist, wie z. B. das Krystallviolett. Wir haben aber diese Ver- 
hiltnisse vorliufig hier nicht weiter verfolgt, sondern haben 
fiir unsere Versuche, um iiberhaupt zu einer ersten Anschauung 
zu kommen, den Zinkgehalt in unseren Berechnungen ganz 
vernachlissigt. Der Fehler, der auf diese Weise in die Ver- 
suche hineinkommt, wiederholt sich bei allen Versuchen in 
gleicher Weise, und da uns vor allem die relativen Werte 
interessierten, so glaubten wir eine solche Betrachtungsweise 
durchfiihren zu kénnen, ohne die Versuchsergebnisse unsicher 
za machen. 

Wir haben also aus dem Stickstoffgehalt unseres Pripa- 
rates (8,26°/, N) den Gehalt von C,,.H,,N,SCl berechnet (62,81 °/,) 
und nur mit i Wert als Grundlage die colorimetrischen 
Bestimmungen durchgefiihrt. Unsere Nucleinsiureformel ver- 
langt, wenn sich 4 Molekiile C,,H,,.N,SCl mit ihr zu eimem 
neutralen Salz vereinen, 87,89°/, Methylenblau, die Sperma- 
képfe also z. B. 62,24°/, C,,.H,,N,SCI. 
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Ks wurden z. B. 1 g Methylenblau in 100 com Wasser 
gelést, davon wurden 40 ccm auf 100 verdiinnt, d. h. 0,2512 ¢ 
C,,H,,.N,SCl waren in 100 ccm. Dann wurden 0,5 g Sperma- 
képfe mit der Lésung 1 Tag geschiittelt; am andern Morgen 
wurde 1 Probe zentrifugiert, die Vergleichs- und Farbelésung 
500 fach verdiinnt und colorimetrisch untersucht. 

Skalenablesung: Vergleich 15,0, Probe 19,0. 

Also 15:19 = x:0,25124; a = 0,19835 g in der Lésung wieder- 
gefunden, demnach 0,25124—0,19835 = 0,05289 g gebunden = 21,049 
(Nr. 35). 

Die gefirbten Spermaképte wurden, wie beim Krystall- 
violett beschrieben, auf Uberfiirbung untersucht. Ins Wasch- 
wasser gingen aber nur 0,002138 g Farbstoff = 4,04°/, der 
eebundenen Menge ab. 

Wir geben die erhaltenen Resultate in nebenstehender 
Tabelle wieder. 

Uberblickt man die Resultate dieser Versuchsreihe, so 
ergibt sich fast das gleiche Bild wie bei den Versuchen 
mit Krystallviolett. Beim nucleinsauren Protamin und bei 
den Spermaképfen wird etwa der 10. Teil der berechneten 
Menge Farbstoff aufgenommen, bei den Kernen der Giinseblut- 
kérperchen, den Thymusleukocyten und dem Nucleohiston wird 
mehr aufgenommen. Niemals ist aber die berechnete Menge 
mit den oben ausgefihrten Kinschrinkungen berechnet) aut- 
genommen, so da&{ man auch beim Methylenblau annehmen 
muB, daB die Umsetzung beim FarbeprozeB nicht bis zu Ende 
verlauft. 

Leider ging uns an diesem Punkte unserer Untersuchung 
unser Priiparat von Methylenblau aus. Kin anderes Priiparat, das 
wir uns besorgten, ebenfalls Methylenblau rectif. nach Ehrlich, 
hatte eine andere Zusammensetzung. Hs enthielt 9,93°/, N 
nach Dumas und lieferte bei der Veraschung einen Riickstand, 
der, auf anorganische Basen untersucht, die Gegenwart von 
reichlichen Mengen Aluminium ergab. Die Schmelze mit Soda 
und Salpeter farbte sich leicht bliulich, dementsprechend wurde 
in der Ammoniakgruppe ein weiBer Niederschlag erhalten, der, 
mit Soda und einigen Tropfen Kobaltnitratlésung gegliiht, eine 
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Farbungsversuche nucleinsiurehaltiger Substanzen mit Methylenblau. 
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Die zu firbenden Die aufgenommene Menge | 5 to 
Substanzen des Farbstoffes BEE f 
et = =e 
4 - : | re on BD i 
pomnapen Dauer Die auf 'Verhiltnis]| ¢” = i 
' . | tration und : 2 ie 
Br. der Ab- 100g | zu ge- | 5 ®& | 
Menge des os mee P nat 
i Farbstoffes Sorte Menge] Firbung] solute Substanz|brauchter] 35 5 
a ? Menge bezogene| Farbstofi-|% ~ 5 
‘ : erica a D2 © a 
, Menge | menge |: 5 
' g - | =. 7% g 
29 | 0,06281 g |Spermaképtfe 0,5 | 24Stdn. [0,0391 ) 7,82 62,25 2,24 q 
5 in 100 cem * 
0 27 Stdn. |0,04352], 8,70 69,29 =| «62,24 g 
31 4 Tage | 0,04522], 9,04 72,00 | 62,24 “| | 
32 15 Tage |0,04803{ 9,61 76,46 | 62,24 a 
£33 do. do. 0,3 | 24Stdn. | 0,03140] 10,47 | 49,99 | 62,24 “if 
cone 
B34 13 Tage |0,03296| 10,95 52,47 62,24 i 
3 | 0,2512 g do. 0,5 | 24Stdn. |0,05289) 10,58 | 21,04 | 62,24 of 
: in 100 ecm q 
: 36 | 0,06281 ¢ | Ginseblut- 0,3 24 Stdn. | 0,04338 | 14,46 69,07 44,75 
‘ in 100 cem | kérperchen- iM 
kerne 
A3i 13 Tage |0,05225 | 17,42 83,18 | 44,75 A 
B38 do. Thymus- 0,3 | 24Stdn.]0,04239 14,13 67,49 | 27,82 HW 
leukoeyten 
£39 13 Tage ]0,05185 17,12 | 81,75 7,82 i 
B40 do. Nuclein- 0,5 | 24Stdn. | 0,02255 4,51 35,90 57,70 | 
q saures p 
j Protamin | 
a do. Nucleohiston) 0,3 | 24Stdn. ]0,05851 | 19,50 93,15 | 89,15 ‘ 
4 Nr. 4 
4 49 0.1885 g do. 0,3 24Stdn. | 0,08843 29,48 46,93 39,15 
: in 100 cem | 

















intensive Reaktion auf Thénards Blau (Kobaltoaluminat) gab. 


0,1180 g liefern 10,4 cem N bei ¢= 18° 
01464 ¢ 12,6 5 5 5 


und p = 74,9 cm = 9,98 °/, N. 
t= 185° , p= 75,9 , = 9,88°%, N. 

Wir haben der Ubersichtlichkeit halber auch bei diesem 
Praparat aus dem Stickstofigehalt die Menge C,,H,,N,SCl be- 
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rechnet, die das Salz enthielt und dann einige Farbeversuche 
angestellt, die ganz gleichsinnig mit denen des ersten Priparates 
ausgefallen sind. 





Nr. 


ji 


43 


44 
45 


46 














Die 2 Aufgenommene Menge v2 2 

zu fiirbende| 5 des Farbstoffes ER 

K Substanz = — . £ bo 8 

onzen- |—- — = ‘Die auf |Verhiiltnis 95'2 

tration und 5 Sag 

ae BA = Ab- 100g | zur ge- 13° S[Bemerkungy 

Porhetoffos aut Meeeet & solute Substanz|brauchten a sm 

: hie = | Menge |bezogene’ Farbstofi- a S 

m= ODO SB 

an Menge menge Ass 

ee FO ee 

: —_——_ : an penne Ee 

0,07554 g | Sper-| 0,5 | 24 | 0,04197)) 8,39 | 68,85 | 62,24 ]0,1¢ Pripy 
in 100cem] ma- | rat IT enthil 
kopfe | 0,07554 g 
C,,H,.N,SC! 

do. do. 0,3 24 |0,02758 9,19 44,92 62,24 
0,7554g | do. | 0,5 | 24 10,0728 |) 14,56 9,64 | 62,24 ]1,0g Prips 
in 100 ecm rat IT enthiit 
0,7554 ¢g 
C,.H,,N.SC 

do. do. | 1,0 | 24 |0,1241 J) 12,41 16,43 | 62,24 























Um uns iiber die Natur der Umsetzung von nucleinsauren 
Salzen und Farbsalzen noch etwas niiher zu orientieren, be- 
sonders was den Kinflu8 der anorganischen Basen in den Bei- 
mengungen der Farbstoffe betrifft, haben wir mit Hilfe des 
zweiten Priparates von Methylenblau das nucleinsaure Methylen- 
blau dargestellt. 

5g Methylenblau wurden in 500 ccm warmem Wasser 
gelést, ebenso 5g reines nucleinsaures Natron (aus Sperma- 
képfen gewonnen) in 300 ccm warmem Wasser. Nach dem 
Erkalten beider Liésungen wurde die Auflésung des nuclein- 
sauren Natriums in diinnem Strahl unter lebhaftem Umriihren 
in die Methylenblaulésung gegossen. Es entstand ein dunkel- 
blauer flockiger Niederschlag, der abzentrifugiert und im 
Zentrifugenglas mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen 
Dabei firbte sich das Waschwasser immer intensiv 


wurde. 
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blau. Dann wurde der Niederschlag auf einem Filter ge- 
sammelt und sorgfailtig mit Wasser und dann einige Male mit 
96 °/, Alkohol gewaschen. Waschwasser und Alkohol farbten 
sich immer wieder intensiv blau, der Alkohol noch stirker wie 


eR oS: ES 
er mere a seman eer > 


_ das Wasser. Um einen Anhalt iiber die Menge des Farbstoffs ; 
zu haben, der noch in Lésung ging, wurden die letzten Portionen ci 
des Waschwassers und des Alkohols gesammelt und colori- : a 
Ingey metrisch bestimmt. of 
Skalenablesung: Vergleichslésung (0,005 °/9) 5,0 a 
Waschwasser ... . 16,0  - 
SO eee i? 
- Das Waschwasser entspricht also einer 0,00156 °/, igen und 4 
a der Waschalkohol einer 0,0039 °/, igen Methylenblaulésung. al | 
* Ferner wurde in je 50 ccm der beiden Waschflissigkeiten | 
80 der Phosphorgehalt nach Neumann bestimmt, aber es schied ‘ia 
sich nur spurenhaft phosphormolybdinsaures Ammon ab, so a, | 
ipa daB also kein nucleinsaures Methylenblau in irgendwie in Be- 4 | 
nt iit tracht zu ziehenden Mengen in Loésung ging. 4 i 
ne: Das nucleinsaure Methylenblau trocknet im Exsiccator A 
VS : 


sehr schnell. Es wurde in der Reibschale fein pulverisiert und 
der Phosphor- und Stickstofigehalt des Praiparates bestimmt. 


te NS epee WL eR yg Bae 
PR SRB ae ae OM Nes RD 


0,2056 g sittigen 19,3 ccm n/2-NaOH = 5,20°/, P (Neumann). ig t 
0,1580g¢g , 14,4 ,, ‘ = 5,21, P a | 
0,1204 g liefern 15,0 eem N (¢ = 19°, p = 75,6 em) = 14,18 9/, N. 
01316g , 16,3 , N (= 18°, p = 74,8 em) = 14,01%N. 
Da die Nucleinsiure nach der Formel C,,H,,0,,N,,P, 
8,53 °/, P enthilt, ergibt sich ein Gehalt von 60,96 °/, Nuclein- 
siure in dem Salz und es miissen daneben noch 39,04 °/, Basen 
vorhanden sein, die bei einem Molekulargewicht der Nuclein- 
siure von 1455 ein Molekulargewicht von 931,8 haben miiBten. 
Da die Methylenblaubase ein Molekulargewicht von 284,2 hat, 
so kénnten 3 Molekiile Methylenblau in die Verbindung ein- 
vegangen sein und es wiirde dann auf je 3 Molekiile Farbbase 
1 Molekiil einer anorganischen einwertigen Base kommen. Fiir 
ein solches Verhalten scheint auch der Stickstoffgehalt unseres 
Salzes zu sprechen, denn es berechnet sich fiir ein Molekular- 
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gewicht des nucleinsauren Zink-Methylenblaus (C,,H,,0,,N,,P,) 
(C,,H,,.N,S.OH),Zn,, und 24 Atome N (15 Atome N fiir Nu- 
cleinsiure und 3 x 3 Atome N fiir Methylenblau) ein Prozent- 
gehalt von 14,45°/, N, der mit dem gefundenen von 14,10 °/, N 


cut iibereinstimmt. 


Ist die Nucleinsiure also an starke Basen gebunden, so 
lassen sich die Verhiltnisse bei der Umsetzung mit der Farb- 
base einigermaBen iibersehen. ‘Tritt die Nucleinsfiure im Ver- 
bande mit schwachen Basen auf, Protaminen, Histonen und 
iihnlichen basischen EiweiBkérpern, so wird der Reaktionsverlauf 
undurchsichtiger. 


Endlich haben wir gewissermaBen als Kontrolle fiir unsere 
bisher entwickelten Ansichten noch einige nicht nucleinsiure- 
haltige Substanzen, wie Pflanzenfasern (Watte, Filtrierpapier), 
animalische Faden (Seide) und einen Eiwei®kérper aus Rinder- 
blutserum mit Krystallviolett gefiirbt und die Menge des ge- 
bundenen Farbstoffs colorimetrisch bestimmt. 


Watte, Filtrierpapier und Seide wurden mit der Schere 
sehr fein geschnitten und ebenso wie die Spermaképfe mit 
Farbstofflésung geschiittelt. 

Das Serumeiwei8 aus Rinderblut wurde mit Essigsiure 
und Kochsalz im Wasserbade koaguliert und auf einem Falten- 
filter gesammelt. Der Niederschlag wurde mehrmals mit heigem 
Wasser gewaschen, bis das Waschwasser vollkommen neutral 
und chlorfrei war. Dann wurde es mit Alkohol gewaschen 
und im Trockenschrank getrocknet. Nach dem Trocknen wurde 
es in der Reibschale fein zerrieben. 


Bis auf die Seide nehmen die obengenannten Stoffe nur 
ganz wenig Farbstoff auf. Wird die iuBerst schwach gefirbte 
Substanz mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen, so 
wird jedesmal viel Farbstoff abgegeben, bis sie endlich fast 
farblos wird. Die Seide nimmt, wie ja allgemein bekannt, 
etwas mehr Farbstoff auf, wohl weil sie an und fiir sich saurer 
Natur ist. Aber die Menge des aufgenommenen Farbstoffes 
ist sehr viel geringer als bei nucleinsaurehaltigen Substanzen. 


Die Mengenverhiltnisse gibt die folgende Tabelle wieder: 
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Farbstoh  /Stbstanzen aingo tao Pattenad 
| | | Verhiiltnis 
a Sorte Poors Sorte Menge ‘ioe ——- brauebten 
Menge 8° | Farbstoff- 
menge 
| g | Stdn. o bP 
47 | Krystall- 0,1 g Watte | 0,4 24 | 0,013044 13 
violett in 100 cem 
48 0,8 24 | 0,02308 23 
49 do. do. Filter- | 0,4 24 | 0,01111 11,1 
papier 
50 0,8 24 0,01968 19,68 
51 1,6 24 | 0,02933 29,33 
52 do. do. Serum- § 0,5 24 | 0,01072 10,72 
eiweil | 
53 0,75 | 24 |0,01597 | 15,97 
54 | 1,125] 24 | 0,02453 24,53 
55 1,688| 24 | 0,03651 36,51 
56 | do. do. Seide 0,2 | 24 | 0,02126 21,26 
57 0,4 24 | 0,03419 34,19 
58 0,8 24 | 0,059385 59,35 














Die Zahlen, die 100 g Substanz theoretisch verlangen 
(letzte Spalte der anderen Tabellen), lassen sich hier natiirlich 
nicht berechnen. 


Anhangsweise sei noch ein Versuch mit einem sauren 
Farbstoff mitgeteilt. Da die Spermaképfe, mit Wasser, Alkohol 
und Ather erschépft, reines nucleinsaures Protamin darstellen, 
so mu man natiirlich ebensogut wie man die Nucleinsiure in 
Salze mit basischen Farben iiberfiihren kann, auch das Protamin 
mit sauren Farbstoffen verbinden kénnen. Wir haben als 
Farbsiure das Kosin gewahlt, das in unserem Laboratorium 
schon zur Darstellung des Eosinclupeins benutzt war. Ebenso 
wurde das gleiche Priparat von Protaminsulfat benutzt. 
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Damals war gefunden’), da8 entsprechend den Salzen des 
Clupeins mit anderen Siiuren des Eosinclupein aus 59,8 °/, 
EKosin und 40,2 °/, Clupein zusammengesetzt ist. Da nun unser 
Praparat von Spermaképfen 70,81 °/, Nucleinsiiure enthilt, so 
kann man leicht berechnen, wieviel Protamin darin enthalten 
sein mub, da im reinen trockenen nucleinsauren Protamin auf 
73,46 °/, Nucleinsiure 26,54°/, Protamin kommen. Man findet 
dann fiir unser Praparat 25,58 °/, Protamin. Es werden also 
zur volistindigen Umsetzung 100 g Spermakoépfe 38,04 g Kosin 
oder 40,64 g Kosinnatrium verlangen. 

Aus den friiher erérterten Griinden haben wir aber nicht 
die vollberechnete Menge Farbstoff einwirken lassen, sondern 
wir haben die Menge so gewiahlt, daB die colorimetrischen 
Bestimmungen sicher waren. Ferner haben wir die Versuche 
iiber einen lingeren Zeitraum ausgedehnt, weil die Reaktion 
offensichtlich viel langsamer verlief wie die Reaktion mit 
basischen Farben. So war z. B. nach eintagiger Einwirkung 
des Farbstoffes noch keine nachweisbare Bindung eingetreten. 
Die erhaltenen Zahlen sind folgende: 








Nr. 


59 


Substanz des Farbstoffes | 

Konzentra- | Dauer Die auf Verhiiltnis 
tionu. Menge der (lAbsolute| 18 | zur ange- 
des Farb- Sperma-) wandten 


in 100 cem 








Ast Menge Fiirbung | Menge | képfe | Menge 





stoffes bezogene, Farbstoff 
Menge 
g “Se ae 
g | : 


0,05 g¢  |Spermaképfe 0,5 | 12 Tage] 0,01816| 3,63 | 36,81 


1 


0,15 g do. 0,7 | 11 ,, 70,1220 | 17,48 81,88 


in 25 cem 

















Die Verhiiltnisse scheinen hier also ebenso zu sein, wie 
bei den basischen Farbstoffen. Es geht héchstens die Hilfte 


1) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zs. Bd. 122, S. 305 (1922). 


| 


Menge 


Die fiir 100 g 
Spermaképfe 


errechnete 


<r) 


40,64 


40,64 
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des berechneten Farbstoffes in Bindung und die Reaktion ver- 
liuft auch hier nicht bis zur vollstandigen Umsetzung. 




























Zusammenfassung und Folgerungen. : j | 


1. Will man iiber die bei der Kernfirbung der Zellen 
sich abspielenden Reaktionen ein klares Bild sich verschaffen, 
so hat man zunichst Farbungsversuche an bekannten, analy- 
sierten Substraten anzustellen und dabei analysenreine Farb- 
stoffe, frei von fremden Beimengungen, zu benutzen. Die 
hierbei erhaltenen Resultate lassen sich dann auf die Ver- oe 
haltnisse im mikroskopischen Bilde tibertragen. 

2. Der Vorgang der Kernfairbung mit basischen Farb- 
stoffen ist nach unseren Versuchen eine doppelte Umsetzung 
zwischen nucleinsauren EiweiBstoffen und den Farbsalzen, 
wobei sich nucleinsaure Farbbase als unldésliches Salz und da- 
neben das entsprechende EKiweiBsalz mit der sauren Komponente i 
der Farbbase bildet. Die Reaktion verliuft aber nicht quanti- 
tativ, sondern es bildet sich sehr bald ein Gleichgewicht. 

3. Aus diesen Verhiltnissen muf man folgern, daB die 
Koérper, die man im mikroskopischen Priaparat als Chromatin 
bezeichnet, Salze der Nucleinsiure mit den Farbbasen sind. 
(Ob die Nucleinsiure im Kern an Eiwei8 oder etwa an eine 
anorganische Base gebunden war, dariiber sagt die Farbung 
nichts aus.) 

4. Ist dies der Fall, so miissen z. B. die in den Kern- 
teilungsfiguren auftretenden Chromosomen ebenfalls nuclein- 
saure Farbsalze sein. Dann hatte man alle die Schliisse, die 
man aus dem morphologischen Verhalten der Zellkerne bei 
der Teilung oder bei der Befruchtung fiir die Vererbungslehre 
gezogen hat, auf den Nucleinsiureanteil der Zellkerne zu 
iibertragen. 

So ergeben die im vorstehenden beschriebenen Versuche 
eine Reihe von weitgehenden Konsequenzen fiir die funktionelle 
Deutung mikroskopischer Bilder. Wir betrachten aber unsere 
Versuche noch durchaus nicht als abgescblossen, sondern nur 
als einen allerersten Anfang, die bisherigen morphologischen 
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Betrachtungen am Zellkern auf chemischem Wege zu ergiinzen 
und zu vertiefen. 


Als Anhang miéchten wir kurz noch folgende Beobachtung 
mitteilen: 

Wir haben uns die Gelegenheit nicht entgehen lassen, 
an unserem reichen Material von frischen Heringsspermien nun 
auch Versuche iiber Vitalfarbung anzustellen. Die Versuche 
sind bisher nicht erfolgreich gewesen, denn lieB man z. B. zu 
einem Priparat von lebenden, in lebhafter Bewegung sich be- 
findenden Spermien von der Seite her einen Tropfen Krystall- 
violett flieBen, so daB der Farbstoff langsam in das Priparat 
hineinfioB, so sah man schon in einer breiten Zone vor der 
Farbe simtliche Spermien bewegungslos und _ abgestorben 
liegen, und erst bei den toten Spermien konnte eine Blau- 
farbung konstatiert werden. Es mu8 dies wohl so erklirt 
werden, daB das Farbsalz in wiBriger Lésung dissoziiert ist 
und die starke Salzsiiure schneller diffundiert wie der Rest. 
Gegen Siuren sind aber die Spermien ja sehr empfindlich und 
gehen rasch darin zugrunde. 
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Uber die Bildung gepaarter Glucuronsdure nach Elbon- 
verfitterung. 
Von 


Kiyoshi Morinaka. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kyoto, Japan. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1922. 


Das Elbon ist ein in letzter Zeit von mehreren Autoren 
als Antipyreticum und Antisepticum bei tuberkuléser Er- 
krankung angepriesenes Medikament. Die Fabrik bezeichnet 
dasselbe als Zinnamoylparaoxyphenylharnstoff. 

Uber die Umwandlungen, welche das Elbon im Tierkérper 
erleidet, hat man bis jetzt sehr wenig Studienergebnisse. Nach 
W. Minnich’) wird das im Organismus eingefiihrte Molekiil 
des Zinnamoylparaoxyphenylharnstoffes unter Wasseraufnahme 
gespalten, sodann erfolgt eine Trennung der Verbindung in 
Zimtsiure und Paraoxyphenylharnstoff. Die Zimtsiiure wird 
weiter zu Benzoesiiure oxydiert, und teils als solche, teils 
mit Glykokoll gepaart als Hippursiiure ausgeschieden. Solch 
eine Umwandlung ist bei dieser Verbindung wohl verstiindlich. 
Das Schicksal des Paraoxyphenylharnstoffes aber konnte 
W. Minnich in seinem Versuche nicht klarlegen. Er sagte 
in seiner Arbeit: ,,Freies Paraamidophenol wird nur in ver- 
schwindenden Mengen gebildet. Es finden sich im Harne auch 
keine Verbindungen mit freier Aminogruppe (durch Diazo- 
reaktion nachgewiesen). Dagegen findet sich eine Verbindung, 
die durch anhaltendes Kochen mit starker Salzsiure veriindert 





1) W. Minnich. Beitr. z. Klinik d. Tuberkulose, Bd. 20, 8. 311. 
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wird. Der Harn zeigt nach dem Kochen mit starker Siure 
alle Reaktionen, die fiir Paraamidophenol charakteristisch sind. 
Es liegt also zweifellos ein Umwandlungsprodukt des Para- 
amidophenolrestes des Elbons vor.“ 

Beim Stoffwechselversuche des Elbons an Kaninchen habe 
ich im Urin eine bedeutende Vermehrung der Atherschwefel- 
siiureausscheidung und zugleich die konstante Existenz einer 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach links drehenden 
Substanz konstatiert, welche bei fortdauernder Fiitterung 
dauernd zunimmt. Diese linksdrehende Substanz im Urin 
weist darauf hin, daB ein Teil des Elbons beim Kaninchen in 
Form einer gepaarten Glucuronsiure ausgeschieden wird. Aui 
Veranlassung von Prof. Araki habe ich mich damit beschiftigt, 
dieses an Glucuronsiure gebundene Stoffwechselprodukt des 
Elbons zu erforschen. 


Darstellung des linksdrehenden Korpers. 


Kcaninchen wurden langere Zeit mit etwa 2 g Elbon tiaglich 
gefiittert, das von den Tieren sehr gut vertragen wurde. Der 
gewonnene Harn wurde, so frisch als méglich, mit neutralem 
Bleiacetat gefullt, filtriert und dann vorsichtig mit basischem 
Bleiacetat versetzt. Den mit Wasser gut gewaschenen Blei- 
niederschlag zerlegte ich nach der Vorschrift von K. Fromm 
und P. Clemens?) mit Bariumsulfid. Das von Schwefelblei 
befreite Filtrat wurde im Vakuum bei 40°C eingeengt und 
dabei reichlich ausgeschiedene Hippursiure entfernt. Aus dieser 
eingeengten F'liissigkeit wurde die Bariumverbindung des ge- 
suchten Kérpers durch Zusatz von Alkohol hergestellt. Nach 
mehreren Stunden schieden sich die sandartigen im Wasser 
schwer léslichen Krystalle von Bariumsalzen neben der amorphen 
Masse an der Wand des Becherglases aus. Das amorphe 
Bariumsalz wurde abgesaugt; durch wiederholte Auflésung im 
Wasser und Umfiillung mit Alkohol konnte ich seinen gréBten 
Teil in krystallinischer Form erhalten. Da dieses im Wasser 
unlésliche Bariumsalz aber nicht geeignet war, weiter gereinigt 





1) E. Fromm u. P. Clemens, Diese Zs. Bd. 40, 8. 255. 
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za werden, stellte ich daraus zunichst das Kaliumsalz durch 
Zerlegung des Bariumsalzes mit Kaliumsulfatlésung dar. Aus 
der von Bariumsulfat abfiltrierten Fliissigkeit schied sich nach 
langem Stehen die Kaliumverbindung in schénen, wasserhellen, 2 
langen Prismen aus. 


Eigenschaften und Konstitution des linksdrehenden Korpers. | 
Die Krystalle sind sehr leicht léslich in kaltem Wasser, Gq 
unldslich in Alkohol bzw. Ather. Die Substanz schmilzt bei A 
231°C unter Zersetzung. Die wibrige Lésung reduziert Kupfer- 
oxyd in alkalischer Lésung nicht, wohl aber nach dem Kochen 
mit verdiinnter Mineralsiure; sonst gibt sie mit Phloroglucin 
und Salzsiure die Reaktion der gepaarten Glucuronsiure. Zur 
Analyse diente das im Vakuum iiber Schwefelsiiure bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknete Kaliumsalz. Die Resultate waren 
wie folgt: 
0,1595 ¢ Substanz gaben 0,0375 g K,SO, — 10,55°/, K. 
0,1816 g Substanz gaben 0,0433 ¢ K,SO, — 10,68°/, K. 
0,1665 g Substanz verbrauchten 8,95 cem n/10 H,SO, — 7,54°/, N. . 
0,2058 g Substanz gaben 13,7 cem feuchten N bei einem Druck von : a 
77,5 mm Hg und 17,5 C — 7,649, N. a 
0,22 g Substanz gaben 0,3391 ¢ CO, und 0,08 ¢ H,O — 42,049/, C om 
und 4,09°, H. 
0,1830 ¢ Substanz gaben 0,2845 ¢ COQ, und 0,0772 ¢ H,O — 42,39°/, C 
und 4,72°/, H. 





aniagton, Shy Sogeottr es Pome 
repeat aegis foe 


/t te )¢ Ff #*#ep ef 6 f 
i! 
ae 
J aa — - . 42,04 | 42,39 42,99 " 
H —_ — — _ 4,09 | 4,72 4,41 | | 
N a as 7,54 | 7.64 — = 7,59 | 
K 10,55 10,68 — ms —_ “a 10,62 a 





Die Zahlen stimmen, wie aus der obigen Zusammensetzung 
zu ersehen ist, ziemlich gut miteinander iiberein. 

















Mittelwerten berechnet sich folgende Formel: 





Ber. fiir K,C,,H,,0,N. Gef. 
K 10,68°, 10,62°/, 
N 7,65 7,59 
C 42,61 42,22 


H 4,18 





4,41 





Aus den 
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Die Bestimmung der spezifischen Drehung des Kalium- 
salzes in waBriger Lésung wurde mittels eines Landolt- 
schen Circumpolarisationsapparates aus der Werkstiitte von 
Fr.Schmidt und Haensch ermittelt. Gehalt an Substanz in 
100 g Lisung — 2,0282 g, spezifisches Gewicht der Liésung 
1,0092, Rohrlinge — 2 dm, beobachtete Drehung bei 20° ( 
— 2,07, 

[],,?° =— 74,99. 


Aus den analytischen Daten und den geschilderten EHigen- 
schaften 1aBt sich héchstwahrscheinlich schlieBen, daB die links- 
drehende Substanz eine gepaarte Glucuronsiure ist, und die 
gefundene Zusammensetzung der Substanz stimmt gut mit der 
vorliufigen Annahme iiberein, daB Paraoxyphenylharnstoff als 
solcher sich mit Glucuronsiiure paart. Zur Sicherstellung aber 
ist die Spaltung desselben notwendig. 


Spaltung. 


16 g des Kaliumsalzes wurden mit 300 ccm 5°/, iger 
Schwefelsiiure iibergossen, und 9 Stunden lang am Riickflub- 
kiithler auf dem Sandbade gekocht. Die anfangs farblose 
Fliissigkeit farbte sich zuletzt briaunlich schwarz. Nach dem 
Abkiihlen wurde das saure Reaktionsgemisch mit Hilfe des 
Kumagawa- und Sutoschen Fliissigkeitsextraktors 72 Stunden 
lang mit Ather extrahiert. Die Atherausziige wurden im 
Becherglas bei Zimmertemperatur verdunstet, und es blieb 
kein Riickstand. Aus der durch Zusatz von Kalilauge alkalisch 
semachten Fliissigkeit konnte ich dagegen mit Ather reichliche 
Krystallblittchen extrahieren. Die gewonnene briunlich ge- 
firbte Krystallmasse wurde durch Kochen mit Tierkohle ent- 
farbt. Das Filtrat farbte sich jedoch in der Luft sehr bald 
wieder braun. SchlieBlich konnte ich es in folgender Weise 
reinigen: Es wurde in heiSem Schwefelwasserstoffwasser gelist, 
mit Tierkohle entfirbt und das Filtrat sofort durch Eis ab- 
gekiihlt. Das dabei ausgeschiedene farblose Krystallpulver 
wurde méglichst schnell abgesaugt, mit etwas eiskaltem Wasser 
gewaschen und iiber Schwefelsiure im Exsiccator getrocknet. 
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Die in der Weise gewonnene reine Substanz, in Form von 
Krystallen von glinzenden Blittchen, liBt sich unverindert | 
aufbewahren; sie list sich leicht in Alkohol oder Ather, schwer a 
in kaltem Wasser, sie schmilzt bei 184° C, beginnt aber bereits 4a 
bei 155° C sich zu briiunen, sublimiert gréBtenteils unverindert. ; 
Die Salzsiurelésung der Substanz gab die folgenden Reaktionen, 
welche mit den von Kalckhoff angegebenen Higenschaften des 
Paraaminophenols iibereinstimmten: | 
Mit Eisenchlorid — hochviolett. 3 
» Chlorkalk — durch Griin in Gelb. 
;, Kaliumbichromat — dunkler Niederschlag in brauner Lésung. 
Die Elementaranalyse der im Vakuum iiber Schwefelsiiure 
getrockneten Substanz ergab die folgenden Zahlen: 
0,0784 g der Substanz lieferten 8,5 cem feuchten N bei 753,2 mm He i ; 
und bei 20° C — 12,289), N. 
0,0858 ¢ der Substanz lieferten 9,3 eem feuchten N bei 759 mm He 
und bei 19,5° C — 12,35°/, N. 
0,1563 g der Substanz gaben 0,3786 g CO, und 0,097 ¢ H,O 66,069/,, C 
und 6,94°/, H. ; 
Ber. fiir O,H,N Gef. . 


Die Entstehung der Substanz la8t sich dadurch erkliren, dag 
durch liingeres Kochen mit Schwefelsiiure der mit Glucuron- 
sdure gebundene Paraoxyphenylharnstoff unter Zersetzung der 
Carbamidgruppe zu Paraamidophenol verindert wurde. 

In der Tat bemerkte ich bei der Neutralisation von saurem a 
Reaktionsgemisch mit Kalilauge eine reichliche Entwicklung ai 
von Ammoniakgas. Um aus der mit Ather versetzten Fliissig- H 
keit, welche reichlich Kaliumsulfat und Kaliumsalz der Glu- 
curonsdure enthalten mu, die Glucuronsiure herauszuziehen, 
wurde mit basischem Bleiacetat versetzt und dabei festgestellte 
Bleisalze wurden abfiltriert, mehrmals mit Wasser gewaschen 
und dann mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die von dem 
Schwefelblei abfiltrierte Fliissigkeit wurde nach Verjagen des 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 17 


- C 66,02°/, 66,06°), it 
A H 6,47 6,94 ; 4 
2 N 12,84 12,28 i 
: Die Resultate der Analyse und die EKigenschaften der if 
4 Substanz stimmen gut mit denen des Paraamidophenols iiberein. 4! 
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Schwefelwasserstoffes mit Luftzug stark eingeengt. Diese 
Flissigkeit reduzierte Kupferoxyd, doch konnte ich sie nicht 
krystallinisch erhalten. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen, die noch etwas 
liickenhaft sind, ergeben sich folgende Resultate: 

Zinnamoylparaoxyphenylharnstoff zerfallt im Korper des 
Kaninchens in Benzoesiure und Paraoxyphenylharnstofi. Der 
letztere Stoff wird zum Teil unter Wasserabspaltung an Glu- 
curonsiiure gepaart und im Harn ausgeschieden. Der Prozeb 
soll, wie folgt, vor sich gehen: 


H,N-CO-HN( ou + O-CH(CHOH),COOH 


a ay 
= H,N-CO-NEC PEE De + H,O 
_ ee: O i 


































Synthese der 7-Amino-/-Oxybuttersaure. 
Von 


Masaji Tomita (Japan). 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1922.) 


Die Konstitution des von Gulewitsch im Fleischextrakt 
entdeckten Carnitins') und zwar die Lage der Hydroxylgruppe 
im Carnitinmolekiil ist noch nicht einwandfrei aufgeklart. 
Wahrend Krimberg?) vermutet hat, daB als die wahrschein- 
lichste vielleicht die @-Stellung der Hydroxylgruppe angesehen 
werden kénnte, weil niimlich die ¢-Oxybuttersiure im tierischen 
Organismus aufgefunden ist, wobei dem Carnitin 
Q—-—— CO 





(CH,),NZ | 
\CH,CH(OH)CH, 
zukommen wiirde, hat nun Engeland®*) gegen diese Ansicht 
behauptet, daB die Hydroxylgruppe in a@-Stellung steht. 

Um die vollstindige Aufklirung dieser Frage durch- 
zufiihren, wiirde es nétig sein, zuerst-die betreffenden Amino- 
oxysduren, d. h. y-Amino-a-Oxybuttersiure und y-Amino- 
3-Oxybuttersiure zu synthetisieren und einerseits ihre optisch- 
aktiven Siuren der erschépfenden Methylierung zu unterziehen 
und andererseits das Verhalten dieser Siuren im tierischen 
Organismus zu untersuchen und die so erhaltenen Produkte 
mit dem natiirlichen Carnitin zu identifizieren. 

Nun haben E. Fischer und seine Mitarbeiter‘) iiber eine 


1) Diese Zs. Bd. 45, S. 326. 

*) Diese Zs. Bd. 53, S. 514. 

*) Berl. Ber. Bd. 42, S. 2659. 

*) Berl. Ber. Bd. 42, S. 4878; Bd. 43, S. 3272. 
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neue Methode der Darstellung von Amino-e-Oxysiuren berichtet 
und ferner haben sie angegeben, daB die methylierte Substanz 
der y-Amino-c-Oxybuttersiiure vermutlich mit der Racemform 
des Carnitins identisch sei. 

Uber die Darstellung der y-Amino-f-Oxybuttersiure hat 
noch niemand geschrieben. 

Ich habe diese Siure in folgender Weise synthetisiert. Am 
bequemsten benutzt man als Ausgangsmaterial Chloroxypropy!- 
phthalimid Cl-CH, -CH(OH).CH, -N(CO),-C,H,, das nach Angabe 
von Gabriel und Ohle?) durch Einwirkung von Epichlorhydrin 
auf Phthalimid sehr leicht herzustellen ist. Diese Verbindung 
wird durch Kochen mit Cyankalium in der wiBrig-alkoholischen 
Lisung in Cyanoxypropylphthalimid, 

CN-CH,CH(OH)CH, N(CO), C,H, 


umgewandelt. Daraus entsteht durch Kochen mit Schwefelsiure 
die y-Amino-f-Oxybuttersiiure 


NH, CH,CH(OH)CH, COOH. 


Diese Siure unterscheidet sich von der isomeren «@-Amino- 
y-Oxybuttersiiure*) durch das Fehlen des siiBen Geschmacks, 
auch von der y-Amino-a-Oxybuttersiure*) durch die Fahigkeit, 
in heiBer, wiBriger Lésung gefilltes Kupferoxyd in gréBerer 
Menge zu lésen und in alkalischer Lésung durch Kupfersulfat 
schéne Biuretreaktion zu zeigen. 

Wie zu erwarten war, verwandelt sich diese y-Amino- 
3-Oxybuttersiure beim Erhitzen unter Abgabe von Wasser in 
ein Anhydrid, dem ich nach seiner Bildungsweise die Struktur 
/CH, —-CH-0H 
NH | 
\co-—cH, 


glaube zuschreiben zu diirfen. 
Durch erschépfende Behandlung mit Jodmethyl und Alkali 
wird die y-Amino-§-Oxybuttersiiure in ein stark basisches Produkt 


t) Berl. Ber. Bd. 50, S. 820. 
2) Berl. Ber. Bd. 40, 8S. 109. 
3) Berl. Ber. Bd. 43, S. 3272. 
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das Betain halte. 
Experimentelles. 
1-Cyan-2-Oxypropyl-3-phthalimid, 
C,H,(CO),N -«CH,.CH(OH)CH,- CN. 

64 « Chloroxypropylphthalimid werden in 300 ccm ab- 
solutem Alkohol warm gelést, dann 30 g Cyankalium in 100 ccm 
Wasser zugegeben, wobei die Fliissigkeit ganz klar bleibt. Die 
Flissigkeit wird 2 Stunden unter dem Riickflu’kiihler gekocht 
und nach dem Erkalten abgesaugt. Um den UberschuB des 
Cyankaliums zu entfernen, wird dazu die berechnete Menge 
Salzsiure vorsichtig zugesetzt und unter vermindertem Druck 
verdampft und der Riickstand wird mit absolutem Alkohol 
erschopft. 

Die abgesogene alkoholiche Liésung wird eingedampft. 
Beim Erkalten beginnt die Krystallisation. Die Krystalle 
werden aus heiSem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 30 ¢ 
oder 49°/, der Theorie. 

Die schon ziemlich reine Substanz wird zur Analyse 
nochmals aus heiBem Benzol umkrystallisiert. 

0,1635 g Substanz gaben 0,3746 g¢ CO,, 0,0635 g H,O. 


0,1536 ¢ " 5 15,8 cem N (15°, 751 mm). 
C.2H, NO; Ber. C 62,58°9/, H 4,88°/, N 12,16°/, 
Gef. ,, 62,48 » 4,35 ,, 11,85 


Die Substanz schmilzt bei 132°; sie ist leicht léslich in 
Alkohol, schwerer in Benzol und fast unléslich in Wasser. 


y-Amino-§-Oxybuttersaure, 
NH, —CH,—CH(OH)—CH, COOH. 

40 g Cyanoxypropylphthalimid werden mit 40 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure etwa 10 Minuten im Wasserbade er- 
wirmt, wobei eine klare Lésung entsteht. Die schwefelsaure 
Lésung wird nun mit 80 ccm Wasser vermischt und in einem 
Olbade am RiickfluBkiihler zum lebhaften Kochen erhitzt. Die 
anfangs klare Lésung triibt sich dabei sehr bald unter Ab- 
scheidung eines braunen Oles, welches erst nach einiger Zeit 
véllig verschwindet, um einer reichlichen Abscheidung von 


umgewandelt, das ich nach der Analyse des Chloraurates fir 


































256 Masaji Tomita, 


Phthalsiure Platz zu machen. Nachdem man im ganzen 
3 Stunden lang gekocht hat, laBt man iiber Nacht erkalten, 
filtriert die Phthalsiure ab (28 g), verdiinnt das Filtrat und 
kocht es mit iiberschiissigem Bariumcarbonat, wobei zu- 
naichst die Schwefelsiiure gebunden und alsdann das entstandene 
Ammoniak verjagt wird. Wenn das Ammoniak vollstiandig 
beseitigt ist, wird die vom Bariumsulfat abfiltrierte alkalische 
Mutterlauge wieder mit verdiinnter Schwefelsiure genau neu- 
tralisiert, filtriert und dann unter vermindertem Druck stark 
eingeengt, von der abgeschiedenen y-Amino-§-Oxybuttersiure 
abfiltriert und die Mutterlauge in die 10fache Menge absoluten 
Alkohols gegossen. Der erhaltene Niederschlag wird mit wib- 
rigem Alkohol umkrystallisiert. Im ganzen sind 12g kry- 
stallisierter Aminosiure, d.h. tiber 50°/, der Theorie (20,7 g 
gewonnen worden. 


0,1517 g Substanz gaben 0,2247 g CO,, 0,1043 g H,O. 


0,1509 2 m » 15,5 cem N (20°, 764 mm). 
C,H,NO, Ber. C 40,30°/, H 7,61°/, N 11,75°, 
Gef. ,, 40,34 1,64 »» 11,76 


Die Saéure reagiert gegen Lackmus neutral. Sie lést sich 
sehr leicht in Wasser, dagegen fast nicht in Alkohol, Methy]l- 
alkohol, Ather, Chloroform und Essigester. Sie hat keinen 
Geschmack. Diese Substanz schmilzt bei 214°. Merkwiirdiger- 
welse zeigt sie eine schéne Biuretreaktion. 


Kupfersalz der y-Amino-8-Oxybuttersiure, 
(NH,CH,CH-OH-CH,C00),Cu. 


1 g y-Amino-§-Oxybuttersiiure wird in wenig Wasser gelést, 
mit einem UberschuB von frisch gefilltem Kupferoxyd versetzt 
und dann '/,—1 Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt. Die 
vom Kupferoxyd abfiltrierte blaue Fliissigkeit wird im KEx- 
siccator verdampft. Nach langem Stehen beginnt die Krystalli- 
sation. 


0,1536 g Substanz gaben 0,0425 g CuO. 
(NH,CH,CHOHCH,COO),Cu = Ber. = Cu: 21,21°, 
Gef. »» 22,04 









Synthese der y-Amino-3-Oxybuttersiiure. 

























Oxypyrrolidon, 
NH—CH,—CH(OH)CH,CO. 
, : 





1 g y-Amino-§-Oxybuttersiiure wird im Reagenzglas im 
Paraifinbad auf 215° erhitzt. Die Masse schmilzt unter Auf- 
schiumen. Nach etwa 5 Minuten ist das Schiumen nahezu « 
beendet; man erhitzt dann noch einige Minuten weiter und 7 
laBt erkalten, wobei die braune Schmelze allmahlich krystal- | 
linisch erstarrt. Die Masse wird nun mehrmals mit Essigester 
ausgekocht. Die nach dem Erkalten ausgeschiedenen Krystalle 
werden nochmals aus Essigester umkrystallisiert. 

3,327 mg Substanz gaben 5,870 mg CO., 2,18 mg H,0O. 


2,069 mg os » 0,247 cem N (22°, 726 mm). 
C,H,NO, Ber. C 47,499, H 6,98°/, N 18,86°/, 
Gef. ,, 48,11 9» 4533 » 18,01 


Diese Verbindung schmilzt bei 118°. 


Erschépfende Methylierung dery-Amino-§-Oxybutter- 
saure. 


saeeys wien ar doe ert 


1 g y-Amino-f-Oxybuttersiure wird in etwas weniger als 
der fiir 3 Mol. berechneten Menge starker Kalilauge gelist, a 
mit 3 Mol. Jodmethyl (3,6 g) und mit so viel Methylalkohol 
versetzt, daB véllige Lésung erfolgt. Nach lingerem Stehen 
wird neutralisiert, unter stark vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, zur Ent- 
fernung des Jodes mit einem Uberschu8 von Silbersulfat ge- 
schiittelt, das Filtrat wiederum unter geringem Druck verdampft 
und der Riickstand mehrmals mit warmem, 80°/,igem Alkohol 
ausgelaugt. Beim Verdampfen der alkoholischen Lésung bleibt a 
ein Sirup. Aus der konzentrierten, wiBrigen, mit einigen a 
Tropfen Salzsiiure angesiuerten und eventuell filtrierten Lésung 
des Sirups bekommt man durch nicht zu verdiinnte Gold- 
chloridlésung das Goldsalz als schén gelben, krystallinischen 
Niederschlag. 

Zur Reinigung wird aus warmem Wasser unter Zusatz 
von sehr wenig Salzsiure umgelést. Das Salz bildet dann 
citronengelbe schéne Nadeln. 
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0,1181 g Substanz gaben 0,0463 g Au. 
C,H,,NO,HC1- AuCl, Ber. Au 39,35°/, 
Gef. 9, 39,28 

Diese Verbindung schmilzt bei 180—182° zu einer klaren, 
orangeroten Fliissigkeit, d.h. etwa 30° héher als das Gold- 
chloriddoppelsalz des Carnitins. 

Hier wird es sehr notig sein, einerseits die natiirliche 
optisch-aktive Base zu racemisieren und das Goldsalz der race- 
misierten Substanz mit meinem Praparat zu vergleichen und 
andererseits die erhaltene y-Amino-§-Oxybuttersiure zu akti- 
vieren und zum Zwecke einer spiiteren Identifizierung mit dem 
Carnitin die optisch-aktive Siure der erschépfenden Methylierung 
zu unterziehen. Dafiir ist es ebenso wichtig, das Verhalten 
der y-Amino-f-Oxybuttersiure im tierischen Organismus zu 
untersuchen. 

Diesbeziigliche Versuche habe ich schon begonnen. 



































Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe des Stierhodens. 


Von 
Kiyoshi Morinaka. 


(Aus dem med.-chem. Institut der Universitat Kyoto, Japan). 


Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1922.) 


Die weitere ‘l'rennung und Reindarstellung der unter dem 
Namen Extraktivstoffe zusammengefaBten verschiedenartigen 
Stoffie der Hodensubstanz miissen von groBem Interesse sein, 
weil dadurch ein Licht auf die chemische Zusammensetzung 
und den eigentiimlichen Stoffwechsel des betretienden Organs 
geworfen wird. Die Untersuchungen hieriiber sind jedoch noch 
sehr liickenhaft, und nur Cholin’), Arginin?), Kreatin und Inosit 
sind es allein, deren Vorhandensein im wibrigen Extrakte 
des Hodens bis heute nachgewiesen wurde. So habe ich mich 
damit beschiftigt, die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe des 
Stierhodens weiter systematisch zu erforschen, um einige bisher 
noch nicht isolierte Stoffe als Bestandteile der Hodensubstanz 
konstatieren zu kénnen. 

Die Untersuchung ging wie folgt vor sich: 22 kg zerhackte 
Masse des kurz nach der Schlachtung entnommenen, von 
der Kapsel befreiten Stierhodens wurde mit dem doppelten 
Volumen Wasser durchgeriihrt und 1 Stunde lang im Wasser- 
bade bei 50—55°C. digeriert. Die Fliissigkeit wurde nun koliert, 
der Riickstand auf dieselbe Weise 3 mal mit Wasser extrahiert 
und endlich griindlich ausgepreBt. 12 Stunden nach der 
Ausfallung mit 20°/,iger Tanninlésung wurde die gesamte 


*) Totani u. Katsuyama, Diese Z. Bd. 64, 8. 345. 
*) Totani, Diese Z. Bd, 68, S. 86. 
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Fliissigkeit abfiltriert und mit Barytwasser versetzt, bis beim 
Umriihren ein rétlicher Schaum an der Oberfliche entstand. 
Der dabei entstehende Niederschlag von Bariumtannat wurde 
abgesaugt und sorgfaltig gewaschen. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelsiure schwach angesiuert und darauf frisch gefilltes 
Bleioxyd im Uberschu8 eingetragen.. Durch Absaugung des 
Niederschlags von Bariumsulfat u. a. und durch Hindurchleitung 
von Schwefelwasserstoff wurde die Fliissigkeit vom gelésten 
Blei befreit, welche nun schwach alkalisch und beinahe farblos 
wurde. Diese Fliissigkeit wurde im Vakuum bei einer 40° C. 
nicht iibersteigenden Temperatur stark eingeenst. 

Bei der weiteren Untersuchung habe ich die folgenden 
Ergebnisse erzielt: 


1. Kreatin. 


Ein krystallinischer Bodensatz, welcher reichlich auf dem 
Boden des in obiger Weise dargestellten Extraktes sich befand, 
zeigte nach der Umkrystallisation mit Wasser sich als farb- 
lose, prismatische Krystalle. Die Elementaranalyse ergab die 
folgenden Zahlen: 

0,085 g bei 110°C. getrocknete Substanz gab 0,1148 g CO, und 
0,0551 g H,O, entsprechend 35,63°/, C und 7,24°/, H. 

0,0954 Substanz gab 27,6 cem feuchten N bei 28°C. und 760 mm 
Druck, entsprechend 31,66°/, H. 


Ber. fiir C,H,N,O,: C 36,7, H 6,9%,, N 32%). 
Gef. C 36,83, H 7,24, N 31,66. 


Hine kleine Menge Krystalle wurde in verdiinnter Schwefel- 
siiurelésung auf einem Wasserbade erhitzt, mit Bariumcarbonat 
genau neutralisiert und filtriert. Das Filtrat, welches eine 
prachtvolle Kreatinreaktion ergab, wurde in Alkohol auf- 
genommen und darauf mit einigen Tropfen alkoholischer Chlor- 
zinklésung versetzt. Es schied nach einigen Stunden allmahlich 
feine nadelférmige Krystalle von Kreatinchlorzink ab, deren 
Elementaranalyse sich wie folgt ergab: 

0,0854 g Substanz gab 17,8 cem feuchten N bei 26,6° C. und 
758 mm Druck. 

Ber. fiir (C,H,N,0,)ZnCl, 23,379, N. 


a 99 ad 
ref, 22,87 
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2. Purinbasen. 


Die von den Kreatinkrystallen befreite Flissigkeit wurde, 
nach Zusatz von Schwefelsiture im Verhidltnis von 5°/,, mit 
20°/, iger Phosphorwolframsaéurelésung ausgefallt. Diese Phos- 
phorwolframfallung wurde abgesaugt, mit 5°/, Schwefelsiure 
gewaschen und durch Zerreiben mit Barytlésung bei Zimmer- 
temperatur zersetzt. Nach Entfernung des _ iiberschiissigen 
Baryts wurde diese Fliissigkeit auf 2 Liter eingeengt, mit 
Salpetersiure schwach angesiuert und dann mit 20°/, Silber- 
nitratlésung versetzt, bis kein Niederschlag mehr entstand. 
Der so ausgeschiedene Niederschlag (A) von den Silbernitrat- 
verbindungen der Purinbasen wurde abgesaugt und nach wieder- 
holtem Waschen mit Wasser in starkem Ammoniak auf- 
geschwemmt. Am nichsten Tage wurde er wieder mit schwachem 
Ammoniakwasser sorgfailtig ausgewaschen, dann in Wasser 
suspensiert und durch Salzsiiure vom Silber befreit. Um 
die iiberschiissige Salzsiure zu entfernen, wurde die Fliissig- 
keit zur Trockne eingedampft; der Riickstand wurde in etwa 
100 cem Wasser gelést, auf dem Wasserbade 20 Minuten lang 
erwirmt und darauf mit tberschiissigem Ammoniak versetzt. 
Die entstandene geringe Fallung, welche aus Guanin bestehen 
soll, wurde abfiltriert und in schwacher Schwefelsiurelésung 
gelést. Bei allmihlichem Einengen erhielt ich feine, lange, 
nadelférmige Krystalle. Ob sie mit Guaninsulfat identisch 
sind, konnte ich wegen des Mangels an Material nicht fest- 
stellen. 

Die vom Ammoniakniederschlag (Guanin) abfiltrierte Flissig- 
keit wurde zur Vertreibung des iiberschiissigen Ammoniaks 
eingedampft und auf etwa 150 ccm eingeengt. Nach Zusatz 
eines Tropfens wiBriger Methylorangeléisung wurde sie mit 
Salzsiiure bis zum Auftreten einer schwachen Rotfairbung ver- 
setzt, dann kalte, konzentrierte Natronpikratlésung zugefiigt. 
Der sofort erzeugte Niederschlag von Pikrinsiureverbindungen 
wurde abgesaugt und in heiBem Wasser umkrystallisiert. Das 
sereinigte Pikrat krystallisierte in gelben Nadeln, schmolz 
bei 279° C. und gab bei der Elementaranalyse die folgenden 
Zahlen: 
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0,0605 g Substanz gab 17 ecm feuchten N bei 30° C. und 756,9 mm 
Druck. 

Ber. fiir C,H,;N,-CsH,N,O,  30,77°/, N. 
Gef. $0,21 =», 

Der Krystallform, dem Schmelzpunkte und den ana- 
lytischen Daten gemiB unterlag es nun keinem Zweifel mehr, 
daB das erhaltene Pikrat mit Adeninpikrat identisch ist. 

Aus der vom Adeninpikrat befreiten Fliissigkeit wurde 
die Pikrinsiure durch Ausschiitteln mit Ather entfernt, nachdem 
die Fliissigkeit mit Salpetersiure angesiuert war. Hierauf 
wurden Hypoxanthin und Xanthin mit ammoniakalischer Silber- 
lésung ausgefiillt, in bekannter Weise weiter in Chloride iiber- 
gefiihrt uud zur Trockne eingedampft. Um die Salzsiure vollig 
zu entfernen, wurde der Riickstand mehrmals mit’ Wasser und 
Alkohol eingedunstet, dann mit wenig Wasser versetzt und 
bei 40°C. digeriert. Die ausgeschiedene Masse wurde ab- 
filtriert, 1mal in 2°/, Ammoniaklésung gelést, eingedampft 
und wiederholt mit Wasser ausgewaschen. Die so erhaltene 
Substanz, welche eine schéne Xanthin- und Weidelsche Reaktion 
ergab, muB das reine Xanthin sein, da die Elementaranalyse 
die folgenden Resultate erzielte: 

0,0319 g Substanz gab 10,7 cem feuchten N bei 27,4° C. und 
750,6 mm Druck. 

Ber. fiir C,H,N,O, 36,85°/, N. 
Gef. 36,97 - 

Die von Xanthin abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit ge- 
siittigter Pikrinsiurelésung in kleinem Uberschub versetzt. 
Dabei entstand eine gleichmibige Triibung, welche eine durch 
noch vorhandenes Adenin hervorgerufene Pikrinfaillung ist. Ich 
filtrierte sie sofort ab und lieB das klare Filtrat lange Zeit 
stehen, wobei mikroskopisch tafelformige und _ prismatische 
Krystalle sich daraus ausschieden. Ob dieselben mit Hypo- 
xanthinpikrat identisch sind, konnte ich nicht feststellen. 


3. Hexonbasen. 


Der vom Purinbasenniederschlage (A. 8. 000) befreiten 
Fliissigkeit. wurde Silbernitratlésung so weit zugesetzt, bis 
durch die gesittigte Barytlésung auBer weiBen Silberverbin- 
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dungen auch braunes Silberoxyd sich ausschied (C). Der ge- 
samte Niederschlag wurde abgesaugt, in barythaltigem Wasser 
zerrieben und durch Schwefelsiure und Schwefelwasserstoff von 
Baryt und Silber befreit. Die iiberschiissige Schwefelsiure 
wurde mit Bariumcarbonat genau neutralisiert Das Filtrat 
wurde auf etwa 200 ccm eingeengt, mit Kohlensiure gesittigt, 
und mit gesittigter Quecksilberchloridlésung gefallt (B). Der 
erhaltene Niederschlag wurde im Wasser aufgeschwemmt und 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber 
abfiltrierte Fliissigkeit wurde stark konzentriert und durch 
Silbernitrat und Baryt véllig gefallt. Der Niederschlag, welcher 
hauptsichlich das Histidin enthalten muBte, wurde erst mit 
Schwefelsiiure, dann mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das 
Filtrat vom Schwefelsilber, welches eine Paulysche Diazo- 
reaktion gab, wurde auf 40 ccm eingeengt und mit gesittigter 
Pikrinsiurelésung in geringem UberschuB versetzt. Das nach 
einigen Tagen ausgeschiedene Pikrat zeigte sich bei der Um- 
krystallisation als gelbe, feine Nadeln. Die Ergebnisse der 
Elementaranalyse waren folgende: 

0,0314 ¢ Subst. gab 6,2 cem feuchten N bei 27° C. u. 760 mm Druck. 

Ber. fiir C,H,N,0.-C,H,N,0, 21,88 °/, N 
Get. ae |, 

Aus der Reaktion, Krystallform und den Analysenergebnissen 
geht hervor, da& das von mir erhaltene Pikrat nichts anderes 
als das Histidinpikrat ist. 

Das Filtrat vom Histidinquecksilber (B.S. 000) wurde 
durch Schwefelwasserstoti vom Quecksilber und durch NSilber- 
carbonat von der Salzsiiure befreit. Das Filtrat wurde zur 


Kntfernung des darin gelésten Silbers mit Schwefelwasserstoti 


behandelt und nach Einengen auf 40 ccm mit gesiittigter Pikrin- 
lésung versetzt. Das Pikrat schied sich als feine, gelbe Nadeln 
reichlich aus, welche bei 207° C. schmolzen und bei der Ana- 
lyse die folgenden Werte gaben: 
0,051 g Subst. gab 11,5 ecm feuchten N bei 27°C. u. 752,3 mm Druck. 
Ber. fiir C,H,,N,O,-C,H,N,0, 24,32, N 
Gef. 24,48 ,, 
Die erhaltene Substanz war also das Argininpikrat. 
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Das Filtrat von Histidin- und Argiminsilber (C.S. 000) 
wurde durch Schwefelsiure von Baryt und durch Salzsiure 
von Silber befreit, auf 1,5 Liter eingeengt und nach Zusatz 
von Schwefelsiiure durch Phosphorwolframsiure ausgefillt. Der 
abgesaugte Niederschlag wurde mit 5°/, iger Schwefelsiiure aus- 
gewaschen und in bekannter Weise mit Baryt zerlegt. Das 
Filtrat wurde durch Kohlensiiure von Baryt befreit, mit Salz- 
siure angesduert, bis zur Trockne eingedampft und mit Alkohol 
erschépft. Dieser alkoholische Auszug wurde durch alkoholische 
Silbernitratlésung ausgefillt. Der Niederschlag wurde zur Dar- 
stellung von Cholin beiseite gestellt (siehe unten), und das voin 
Silber befreite Filtrat im Vakuum zur Trockne verdunstet, im 
Wasser gelést und dann mit Sublimat und Baryt ausgefallt. 
Die entstandene Fallung wurde gut ausgewaschen, in Wasser 
verteilt und nach Zusatz von etwas Schwefelsiiure durch 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die von Schwefelquecksilber ab- 
filtrierte Lésung wurde nach Entfernung der Schwefelsiure 
durch Baryt und von iiberschiissigem Baryt durch Kohlensaure. 
stark konzentriert und mit alkoholischer Pikrinsiurelésung ver- 
setzt. Nach einigen Stunden erhielt ich reichliche, fein nadel- 
formige Krystalle, welche den folgenden analytischen Ergebnissen 
gemiB mit Lysinpikrat vollkommen iibereinstimmten. 


0,0528 g Subst. gab 9,0 cem feuchten N bei 29° C. u. 757,3 mm Druck. 
Gef. 18,44 


bb) 


4. Cholin. 


Der mit alkoholischer Silbernitratlésung dargestellte Nieder- 
schlag wurde mit Alkohol ausgewaschen, in Wasser zerteilt 
und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die von Schwefelsilber 
abfiltrierte Lésung wurde zur Trockne eingedampft, und der 
Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholische 
Lésung wurde durch alkoholische Platinchloridlésung ausgefillt. 
Diese Fiillung wurde abfiltriert, mit Alkohol ausgewaschen und 
in heiBem Wasser gelést. Bei langsamem Einengen schieden 
sich orangerote, prismatische Krystalle von einem Platindoppe!l- 
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salze aus, welches bei 233°C. schmolz und bei der Analyse 
die folgenden Zahlen gab: 
0,0718 g Subst. gab 2,7 cem feuchten N bei 29°C. u. 761 mm Druck. 
Ber. fiir (C;H,,NOCI),PtCl, 4,54°/, N 


Gef. 4,09 se 
0,0619 g Substanz gab bei Verbrennung 0,0197 g Pt. 
Ber. 81,65 °/, Pt 
Gef. 31,81 


5. Pyrimidinkorper. 7 
Zur Gewinnung der Pyrimidinbasen diente das Filtrat von a 
der Phosphorwolframfaillung des Wasserextraktes. Es wurde 
durch Baryt von der iiberschiissigen Phosphorwolframsiure | 
und Schwefelsiure befreit, nach Entfernung des iiberschiissigen q 
Baryts abfiltriert, stark eingeengt und dann durch gesittigte : 
Silbernitratlésung und Barytwasser ausgefallt. Diese Failung 
wurde mit Barytwasser gewaschen, im Wasser verteilt, durch 
Schwefelwasserstoff und Schwefelsiiure von Silber und Baryt 4 
befreit und eingeengt. Trotz langen Stehens schied diese 
Fliissigkeit keine krystallinische Substanz aus, so daB meine 
Nachforschung nach Pyrimidinbasen negativ ausfiel. 


Rona EES Cee 
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6. Inosit. 


Das vom (uecksilberniederschlag befreite Filtrat wurde 
durch Schwefelwasserstoff und Schwefelsiiure von iiberschiissigem 
(Juecksilber und Baryt befreit und zu einem dickflissigen 
Sirup eingedampft. Beim UbergieBen desselben mit absolutem 
Alkohol blieb eine Menge in Alkohol unléslicher Substanz zuriick, 
welche durch mannigfache Untersuchungen als Inosit erwiesen 
wurde. Sie zeigte sich niimlich unter dem Mikroskop als 
glanzende, farblose Prismen oder Siulen und lieferte bei der 
ausgefiihrten Analyse die folgenden Zahlen: 
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0,1026 g Substanz gab 0,1497 g CO, oder 0,0613 g H,O. if 
Ber. fir C,H,,0, 6,71 °/, H 39,97 °/, C of 
Gef. 6,66 ,, 39,8 i a | 


me 


Die Krystalle schmolzen bei 224° C. und zeigten keine Hl 
Reaktion der Glucose oder Pentose. Dampfte ich diese zuerst : 
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mit etwas Salpetersiure und dann unter Zusatz von Ammoniak 
und Chlorkalium wieder zur Trockne ein, erhielt ich eine 
schéne, rote Masse, was nach Schehrer eine Reaktion vom 
Inosit ist. Um aber ganz sicher zu gehen, stellte ich aus den 
Krystallen ein Acetylderivat in iiblicher Weise dar. Diese 
Verbindung hatte einen Schmelzpunkt von 212° C. und lieB sich 
durch die Analyse als Inosithexacetat identifizieren. 
0,1644 g Substanz gab 0,2988 g CO, und 0,0865 g H,O. 
Ber. fiir C,H,(C,H,0,);  49,97°/, C 5,59°/, H 
Gef. 49,57, 5,89 ,, 


7. Aminosauren. 


Ich habe versucht, die Aminosiuren aus dem Filtrat vom 
Tnosit nach KE. Fischerscher Methode zu gewinnen. Die er- 
haltene Menge der Aminosiiureester war aber zu klein, um 
weitere Behandlungen auszufiihren. So habe ich diesmal auf 
diese Untersuchung verzichtet. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden chemischen Untersuchung des Extraktes 
des Stierhodens hat der Verfasser mit Sicherheit festgestellt, 
daB Kreatin, Adenin, Guanin(?), Hypoxanthin(?), Xanthin, 
Arginin, Histidin, Cholin und Inosit darin enthalten sind. 








Uber Harnsiureausscheidung bei purinarmer Kost. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober 1922.) 


Vor einiger Zeit wurden im hiesigen Institut von Herrn 
Geh. Rat Rubner Stoffwechselversuche mit Brot durchgefiihrt. 
Es sollten vier verschiedene Brotsorten auf ihre Ausnutzbar- 
keit gepriift werden und zwei gesunde, kriftige junge Minner 
erhielten von jeder Brotsorte fiinf Tage lang pro Tag 1000 g 
Brot und dazu 50 g Zucker, 40 ¢ Butter und als Getrink 
einen Aufgu8 von 2000 ccm Wasser auf 15g Bohnenkaffee und 
15 ¢ Malzkaffee. Nach der zweiten Periode wurde ein freier 
‘Tag mit Milchdiat (17/, Liter) eingeschaltet. Die Versuchs- 
personen, die selbst ein groBes Interesse fiir eine korrekte 
Durchfiihrung der Versuche zeigten — es handelte sich um 
einen Institutsassistenten und einen Laboranten — befanden 
sich anfangs nicht ganz im Stickstoffgleichgewicht, sondern 
gaben ein wenig von ihrem KoOrperstickstoff ab, stellten sich 
dann aber auf gleiche Stickstoffeinnahme- und -abgabe ein. 
Der Harn, soweit er nicht fiir andere Zwecke benutzt wurde, 
wurde mir freundlichst von Herrn Geh. Rat Rubner iiberlassen, 
dem ich auch hier meinen besten Dank dafiir sage. 

Da beide Versuchspersonen durchaus zuverliassig waren 
und wir sicher waren, daB sie tatsiichlich keine andere Nahrung 
wie die oben angegebene zu sich genommen hatten, so lag in 
diesem Harn ein gutes Objekt vor, an dem einmal Unter- 
suchungen iiber die Ausscheidungsverhiiltnisse der Purinkérper 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 18 
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bei purinarmer Didt vorgenommen werden konnten. Die einzige 
erheblichere Purinkérperzufuhr bestand in den 15 g Bohnen- 
kaffee mit etwa 0,15—0,2 g Kaffein pro Tag. Hier handelt 
es sich ja aber um ein Trimethylxanthin, das nach den bis- 
herigen Erfahrungen im Kérper héchstens entmethyliert wird 
und z. B. auf die Harnsiureausscheidung an und fiir sich 
keinen Einflu8 haben soll. Den Purinkérpergehalt der ver- 
schiedenen Brotsorten haben wir nicht bestimmt; man erhilt 
gewohnlich recht zweifelhafte Werte bei der Purinkérper- 
bestimmung in Nahrungsmitteln. Da die Nahrung hier ganz 
gleichférmig war, so muBten auch die Ausscheidungsverhiltnisse 
der Purinkérper unter konstanten Bedingungen erfolgen. Will 
man wirklich sich eine Zahl fiir den Purinkérpergehalt des 
Brotes errechnen, so kann man fiir Roggenbrot, das hier am 
ehesten zum Vergleich herangezogen werden kann, einen Purin- 
stickstofigehalt von 0,01 °/, N aus der Literatur ansetzen, 
daraus wiirde sich, fiir gleiche Teile Guanin und Adenin be- 
rechnet, ein Purinkérpergehalt von 0,02°/, in Brot ergeben, 
in der Tagesration also 0,2 g. Die Zahl ist aber ganz unsicher, 
weil sie héchstwahrscheinlich nach der alten Kriigerschen 
Bisulfitmethode gewonnen ist, diese Methode aber bis zu 
30 °/, zu hohe Werte fiir den Purinbasenstickstoff liefern kann.') 
Jedenfalls fallt die Menge der Purinkérper in dem wahrend 
des Versuches benutzten Brote nicht irgendwie ins Gewicht. 
In dem Versuchsharn sind nun aufer anderen, hier nicht 
interessierenden Analysen Gesamtstickstoff, Kreatinin und Harn- 
siure bestimmt. Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl 
bestimmt, die Werte waren wihrend der Versuchstage fast 
konstant und sind in die folgenden T'abellen nicht aufgenommen. 
Kreatinin und Harnsiure sind colorimetrisch nach den von 
Folin ausgearbeiteten Methoden bestimmt, die sich in unserem 
Laboratorium als sehr bequem und zuverlissig bewahrt haben. 
Die folgenden T'abellen geben die erhaltenen Werte wieder 
— siimtliche Analysef sind von zwei Untersuchern unabhangig 
voneinander gemacht und zeigten gute Ubereinstimmungen. 


) H. Steudel u. Sung Chen Chou, Diese Zs. Bd. 116, 8. 233 
(1921); E. Salkowski, ebenda Bd. 119, S. 121 (1921). 
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Aus den Zahlen ergibt sich, dab die Kreatininwerte mehr 
oder weniger sich um einen Mittelwert bewegen, der dem in 
der Literatur angegebenen entspricht. Anders die Harnsiure- 
werte! Den Betrag der sogenannten endogenen Harnsiure 
findet man in der Literatur als individuell verschieden zu 
0,3—0,5 g pro'l'ag angegeben. Sieht man sich aber unsere Zahlen 
an, so kommen darin Werte vor, die bis iiber das Zehnfache 
kleiner sind, neben Werten, die den bekannten Werten ent- 
sprechen. Dieses Verhalten ist um so auffallender, als alle 
anderen Analysenwerte eine gewisse Konstanz zeigen, die ja 
auch der absolut gleichférmigen Ernihrung entspricht. 

Kine Erklirung fiir die Unregelmifigkeit der Harnsiure- 
werte lieB sich zunichst nicht finden; einen AufschluB er- 
hielten wir erst, als wir die den einzelnen Versuchstagen ent- 
sprechenden Kotportionen niher untersuchten. 

DaB die beiden Versuchspersonen wihrend der Tag fiir 
Tag gleichmafigen Bewialtigung ihrer Brotportion gelegentlich 
iiber starke Gasgirungen im Darm klagten, war ja an und fiir 
sich nicht auffallend. — Die verschiedenen Brotsorten wurden 
von den beiden verschieden vertragen, der eine vertrug die 
eine, der andere die andere Sorte besser. Aber den Darm- 
cirungen entsprechend wurde an solchen ‘T'agen auch ein 
Kot abgesetzt, der im Gegensatz zu dem konsistenten normalen 
Kot bretiger war. Trocknete der normale Kot auf dem Wasser- 
hade im Porzellanschaélchen zu einem diinnen, harten Strange 
ein, so geriet der Kot der Tage, an denen iiber starke Gas- 
girungen geklagt wurde, auch wihrend des Erwairmens auf dem 
Wasserbade in lebhafte Girung, es bildete sich ein mit vielen 
groBen Gasblasen durchsetzter Brei, der erst ganz allmahlich 
zu einer harteren Masse eintrocknete. Es wurde nun gefunden, 
daB jedesmal einem sehr niedrigen Harnsiurewerte 
auch eine starkgirende Kotportion entsprach. Einmal 
auf diese Verhiltnisse aufmerksam geworden, lieB sich schon 
aus dem Verhalten des Kotes mit Sicherheit voraussagen, ob 
die Harnanalyse einen hohen oder niedrigen Harnsiurewert 
liefern wtirde/f Die Verhiltnisse erscheinen um so beweisender, 
als die verschiedenen Brotsorten von den Versuchspersonen 
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nicht gleichmiBig vertragen wurden, da B, der eutschieden 
einen empfindlicheren Darm hat, schon z. B. wihrend des 
ersten Versuches iiber Darmbeschwerden klagte, wihrend A 
erst beim zweiten und vierten Versuch Beschwerden bekam. 
Die dritte Brotsorte wurde von beiden verhiltnismiBig am 
besten vertragen, hier finden sich bei A, und besonders auf- 
fallend bei B die héchsten Harnsiurewerte. 

Hs ist also in je 4 Versuchen bei 2 Personen eine deut- 
liche Abhaingigkeit der endogenen Harnsaureausschei- 
dung von dem Zustand des Darminhaltes beobachtet 
worden. Die nichstliegende Erklirung dafiir ist, daB der an 
dem normalen bisher und auch von uns beobachteten endogenen 
Harnsaurewerte (0,3—0,5 g) fehlende Betrag im Darm in 
Form von Alloxurbasen der Zersetzung verfallen ist. Dab 
Purinkérper im Darm zerstért werden kénnen, ist seit langem 
bekannt. Neu wire aber der indirekt aus unserer Beobachtung 
zu folgernde SchluB, daB im Darm, also wahrscheinlich in den 
Verdauungssiiften und in dem sich abnutzenden Darmepithel 
die Hauptquelle fiir die Herkunft der endogenen Purinkérper 
zu suchen ist. Man kann diese Verhiltnisse auch durch eine 
kleine rechnerische Ubersicht wahrscheinlich machen, soweit 
sich auf dem Gebiet der Verdauungssekrete iiberhaupt mit 
Zahlen operieren laBt. 

Ein endogener Harnsiurewert von 0,3 g entspricht einem 
Gemenge gleicher Teile Guanin und Adenin von 0,2 g, die in 
rund 1 ¢ Thymonucleinsiure enthalten sind. Legt man nun 
weiter fiir die Berechnung der in den Verdauungssiften vor- 
handenen Nucleoproteide meine beim Nucleohiston gefundenen 
Zahlen') zugrunde, so entspricht 1 g Thymonucleinsiure etwa 
7 g Nucleohiston (Nucleohiston enthalt rund 15°/, Nucleinsiure) 
mit rund 1,5 g N (Nucleohiston enthalt etwa 17°/, N). Weiter 
enthilt z. B. Pankreassaft 0,1°/, Stickstoff nach Glaessner.’) 
Es wiirden sich also bei dieser Uberschlagsrechnung 1500 ccm 
Pankreassaft ergeben, eine Zahl, die bei den ganz unsicheren 


1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 87, S. 207 (1913); Bd. 90, S. 291 (1914). 
2) Diese Zs. Bd. 66, S. 284 (1910). 
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Grundlagen der Berechnung nur einen Wabhrscheinlichkeits- 
wert vorstellt, die aber durchaus nicht aus dem Rahmen der 
physiologischen Verhaltnisse herausfallt, rechnet man doch 
z. B. mit der Absonderung von etwa 1500 ccm Magensaft bei 
a der Verdauung einer Mahlzeit, ein Wert, der natiirlich auch 
A nur geschitzt ist und sich sehr fndern kann, Rechnet man 
3 nun die Menge der Alloxurbasen im Magensaft, Pankreassaft 
und Darmsaft zusammen, so erhalt man eine geniigend hohe 
Zahl, die nicht nur die Menge der endogenen Harnsiure 
decken kann, sondern dariiber hinaus kann noch ein betriicht- 
licher Teil der Zerstérung verfallen sein. 

Bei der Harnanalyse hatte ich mich der geschickten Hilfe 
der Herren Dr. Ellinghaus und Dr. Niederhoff zu erfreuen. 
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Uber den Begriff Nucleine. 


Von 
S. Nakagawa. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1922.) 


Wird frisches Heringssperma mit destilliertem Wasser 
zentrifugiert und diese Behandlung so oft wiederholt, bis die 
abzentrifugierte Fliissigkeit vollkommen klar und farblos bleibt 
und nichts mehr aufnimmt, so gehen analog wie beim Lachs- 
sperma, an dem Miescher?) diese Verhiltnisse zuerst studiert 
hat, die Bestandteile des Schwanzes und des Mittelstiickes der 
Spermien in Lésung, zuriickbleiben als schneeweiBes Pulver die 
wohlerhaltenen reinen Képfe der Spermien, die nach erschépfen- 
der Extraktion mit Alkohol und Ather aus neutralem nuclein- 
sauren Protamin bestehen. Aber diese Darstellungsmethode 
ist mit groBen Verlusten verbunden, in die abzentrifugierten 
Fliissigkeiten gehen groBe Mengen von Spermien und die end- 
lichen Ausbeuten von reinen Képfen sind verhaltnismaBig 
sehr klein. 

Zur rascheren und bequemeren Verarbeitung hat deshalb 
Miescher?) vorgeschlagen die mit Wasser verdiinnten und 
durch ein Tuch geseihten Spermien mit einer geringen Menge 
Hssigsiure bis zur schwachsauren Reaktion zu versetzen. Dann 
ballen sich die morphotischen Elemente zusammen und lassen 
sich leicht tiber Papier filtrieren. Mit Alkohol und Ather 
extrahiert erhalt man ein Produkt, das sowohl zur Darstellung 
von Protamin*) als auch von Nucleinsiure durchaus geeignet 
ist. Aber wie die niheren Analysen zeigen, haftet diesem mit 


) Miescher, Gesammelte Abhandlungen Bd. 2, S. 359 (1897) 
(F. C. W. Vogel). 

*)Miescher, Gesammelte Abhandlungen Rd. 2, 8. 62 (1897) 
(F. C. W. Vogel). 

8) A. Kossel, Diese Zs. Bd. 22, 8. 178 (1896). 
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Essigsiure gefallten Produkte noch ein EHiwei®kérper an. 
Wihrend die mit destilliertem Wasser behandelten Képfe ein 
Praparat lieferten, das im Durchschnitt 6,42 °/, Phosphor und 
20,78 °/, N enthielt, wurde in dem mit Essigsiure gefiallten 
Priparat im Durchschnitt 3,46 °/, P und 17,73 °/, N gefunden.) 
Nach den Analysen und nach der Darstellungsmethode liegt 
also.in der Essigsaiurefallung ein Praparat vor, das man nach 
der bisherigen Nomenklatur als ,,Nucleoproteid“ zu bezeichnen 
hat, die mit Wasser erschépften Kerne waren das nach Ab- 
spaltung des leicht abtrennbaren LEiweiBkérpers  gebildete 
,Nuclein“. Von diesen Bezeichnungen darf hier aber gar nicht 
geredet werden, weil ja tiber die Herkunft und die niheren 
Beziehungen des beigemengten KiweiSkérpers gar nichts be- 
kannt ist. 

Fiir manche analytischen Versuche war es nun erwiinscht, 
den mit Essigsiure erhaltenen Ké6rper, der leicht in griéBeren 
Quantititen darzustellen ist, von der Beimengung des Eiweib- 
kérpers zu befreien. Der einfachste Weg, dies zu erreichen, 
schien uns darin zu bestehen unser Produkt der Kinwirkung 
von Pepsinsalzsiure auszusetzen. Dies ist ja an und fiir sich 
die Methode aus Nucleoproteiden Nucleine zu gewinnen, sie 
schien im vorliegenden Falle besonders aussichtsreich, weil das 
Protamin von Pepsinsalzsiure nicht angegriffen wird. 

Um die wihrend der Verdauung sich abspielenden Vor- 
singe etwas niher zu verfolgen, haben wir die Anderung des 
optischen Drehungsvermégens verfolgt. Es wurden folgende 
Versuche angesetzt: 

Von einem Pepsinpraparat, dessen Wirksamkeit durch sein 
Auflésungsvermégen von Fibrinflocken gepriift war, wurden 
0,2 g in 500 ccm etwa 0,2°/, Salzsiure aufgelést. Zu je 100 ccm 
der wasserklaren, farblosen Lésung wurde je 1g der zu unter- 
suchenden Substanz zugesetzt. Es wurden so der Pepsin- 
verdauung sowohl die reinen Képfe von Heringsspermien wie 
auch die Essigsiurefillung unterworfen. Die einzelnen An- 
sitze wurden in verschlossenen Flaschchen im Brutschrank 
bei etwa 37° aufbewahrt und vor der Ablesung klar filtriert. 
Dann zeigten im 20 cm-Rohr die Ansiitze folgende Drehung: 





') H. Steudel, Diese Zs. Bd. 78, S. 475 (1911). 
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nach | nach | nach | nach 

1 Tag }2 Tagen|3 Tagen] 4 Tagen 
Pepsinsalzsiure. . .. =... . 0 0 0 0 
Salzsiiure + reine Képfe . . . . | — 0,20] — 0,24] — 0,26] — 0.26 
Pepsinsalzsiure + reine Képfe . . | — 0,24] — 0,28] — 0,32 | — 0,36 
Salzsiure + Essigsiiurefallung . . | — 0,21] — 0,24] — 0,26 — 
Pepsinsalzsiure + Essigsiurefillung | — 0,49 | — 0,58 | — 0,60] — 0,62 


Die Pepsinsalzsiure hatte also sowohl bei den reinen 
Koépfen wie besonders bei der Essigsiurefaillung eine Zunahme 
des Drehungsvermégens bewirkt, ferner wurde aber beobachtet, 
daB schon ein kurzer Aufenthalt im Brutschrank geniigte, um 
merkliche Mengen der untersuchten Kérper in Lésung zu 
bringen, nach einigen Tagen war fast alles geldst. 

Daf bei langerer Einwirkung von Pepsinsalzsiiure aut 
Nucleoproteide alles in Lésung gehen kann, findet sich 6fter 
in der Literatur angegeben, ohne daf eine Erklirung dafiir 
bisher bekannt ist. An unserem Material, das ja eine ganz 
iibersichtliche Zusammensetzung hat, haben wir nun versucht, 
diesen Vorgang aufzukliren. Fiir eine priparative Dar- 
stellung, wie sie in der Kinleitung angedeutet ist, kommt die 
Verdauungsmethode natiirlich nicht in Betracht. 

Da das Protamin gegen Pepsinsalzsiure bestindig ist, so 
bleibt als diejenige Komponente, die angegriffen wird, nur die 
Nucleinsiure iibrig. Von dieser ist es ja bekannt, daB sie 
gegen Mineralséuren iuferst unbestandig ist, mit der gréBten 
Leichtigkeit Alloxurbasen abspaltet und in Thymosinsiure und 
andere leicht lésliche Produkte iibergeht. An den reinen 
Koépfen kann man sich von der leichten Abspaltbarkeit der 
Alloxurbasen rasch durch Anstellung der Diazoreaktion iiber- 
zeugen — das Protaminsulfat, allein mit Pepsinsalzsiure be- 
handelt, gab keinen positiven Ausfall der Diazoreaktion. Bei 
der Essigsiurefillung konnte die Diazoreaktion leider nicht 
als beweisend benutzt werden, weil auch der die Képfe be- 
gleitende Eiweibkérper fiir sich sehr bald bei Pepsinverdauung 
Diazoreaktion gab (wohl wegen seines Gehaltes an Tyrosin.’) 

Wir sind deshalb auf die Fallung mit ammoniakalischer 
Silberlésung zuriickgekommen. Nach eintigigem Stehen im 





1) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 73, S. 476 (1911). 
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Brutschrank gaben einen deutlichen Niederschlag mit ammo- 
niakalischer Silberlésung: 

1. thymonucleinsaures Natrium, behandelt mit Pepsin- 
salzsiure ; 

2. Nucleohiston nach Lilienfeld, behandelt mit Pepsin- 
salzsiure; 

3. Histon allein gab unter den gleichen Bedingungen 
keinen Niederschlag. 

Die bisher benutzte Methode durch Pepsinverdauung eines 
Nucleoproteides zu einem Nuclein zu kommen, kann demnach 
nicht als brauchbar angesehen werden. Es 1l&Bt sich so kein 
unzersetztes ,,Nuclein* gewinnen und es ist fraglich, ob die 
ilteren Beobachter iiberhaupt ,,Nuclein“, d. h. K6rper mit 
unzersetzter Nucleinsiure in Hinden gehabt haben. Bei den 
friiheren unvollkommenen Kenntnissen iiber die Zusammen- 
setzung der Nucleinsiuren hat man die Kinwirkung der Pepsin- 
salzsiiure meist durch Bestimmung des Phosphorsiuregehaltes 
der unléslichen K6rper verfolgt.') Es leuchtet aber ein, dab 
man phosphorreichere Kérper aus den Nucleoproteiden nicht 
nur erhalten kann durch Abspaltung locker gebundener Eiweif- 
kérper, wie die iilteren Forscher annahmen, sondern daB die 
Produkte auch phosphorreicher werden kénnen dadurch, dab 
die Nucleinsiure unter Abspaltung der Nucleinbasen zer- 
legt wird. 

Diese Beobachtungen ergiinzen die Anschauungen iiber 
die Natur der Nucleoproteide, wie sie von Steudel?) schon 
friiher dargelegt und kiirzlich wieder in dem Schema Nucleo- 
proteide = Nucleinsiure + basische Eiweifkérper zusammen- 
gefaBt sind. Die Nucleoproteide sind kiinstlich erzeugte 
Fiillungen von Salzen der Nucleinsiuren mit basischen Hiweif- 
kérpern und fiir den Begriff ,,Nuclein“ als einer festeren Ver- 
bindung von Nucleinsaéure und KiweiB gegeniiber dem Nucleo- 
proteid ist kein Platz mehr vorhanden. 


) Lilienfeld, Diese Zs. Bd. 18, 8. 481 (1893); Milroy, Diese Zs. 
Bd. 22, S. 307 (1896/97). 

*) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 90, S. 300 (1914); H. Steudel u. 
KE. Peiser, Diese Zs. Bd. 122, S. 298 (1922). 





Bemerkungen zur Arbeit von Richard Willstatter, 
Johanna Graser und Richard Kuhn: Zur Kenntnis des 
Invertins. *) 

Von 


A. Fodor. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1922.) 


Die bisherigen Ergebnisse der Untersuchungen Willstitters 
und seiner Mitarbeiter iiber das Invertin, die darin gipfeln, 
,daB das Enzym aus einem kolloiden Komplex besteht, dessen 
aktive Gruppe rein chemisch wirkt“, erfiillen den Kolloid- 
forscher an sich mit groBer Genugtuung, noch mehr aber darf 
ich mich freuen, da ich in zahlreichen Arbeiten?) sowohl, als 
auch in meiner zusammenfassenden Darstellung ,,.Das Ferment- 
problem“) auf die Korrelativitit kolloider und rein chemischer 
Vorgiinge bei der Bildung von Adsorptionsverbindungen dauernd 
hingewiesen habe und dementsprechend die kinftige Entwick- 
lung der Fermentchemie im Zusammengehen des Kolloid- 
chemikers mit dem Strukturchemiker erblickte.‘) 

Allerdings ist das Invertin von Willstatter noch nicht 
in reiner Form dargestellt und analysiert worden, es haften 
ihm noch ,,hartnackige Begleiter“, wie Phosphorverbindungen, 
ferner auch Reste von Hefegummi an; doch um so bedeutungs- 





1) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922). 

®) Fermentforsehung 1916—1922; Kolloid-Zs. 1920—1922. 

*) A. Fodor, Das Fermentproblem, Dresden u. Leipzig (1922). 

*) Ebenda, S. 267 und an anderen Stellen. Statt ,,aktiv’’ heiBt es 
bei mir ,,reaktionsfiihige Gruppe‘ im Kolloid, neuestens ,,zymohaptische“ 
Gruppe. 
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voller erscheint es mir, dafi Willstitter und seine Mitarbeiter 
ohne die Vorstellungen der Kolloidchemie nicht auskommen 
kénnen. Auch diirfte das Invertin nach allem, was aus den 
Forschungen von L. Michaelis, H. v. Euler und anderen 
Autoren hervorgeht, was ferner am Verhalten seiner Lisungen 
ohne weiteres leicht erkennbar ist, kein typisches und poly- 
disperses Kolloid sein, denn einerseits zeigen diese weder Hitze- 
koagulation, Ausflockbarkeit durch Neutralsalze und anderer 
Elektrolyte, bzw. auch keine ausgepragte optische Heterogenitit, 
d. h. Ultravisibilitit, andererseits gelten fiir die Invertinkinetik 
nach Michaelis und Mitarbeiter die Gesetze der chemischen 
Massenwirkung. Willstatter und seine Mitarbeiter irren sich, 
wenn sie behaupten, das Invertin sei von mir als Hefegummi 
»erklirt* worden. Ich habe lediglich auf Grund der zahl- 
reichen erfolglosen Bemiihungen v. Kulers, diese beiden von- 
einander zu trennen, die Vermutung geiiufert, es seien beide 
Stoffe identisch. Eigene Befunde experimenteller Art habe ich 
iiber das Invertin nicht aufzuweisen. 

Auf der anderen Seite blieb es bei der Untersuchung der 
peptidspaltenden Fermente in der Hefe nicht bei einer theo- 
retischen Erklirung, sondern diese Frage betindet sich bei mir 
gegenwartig gleichfalls im Problemstadium der Forschung. 
Wenn Willstitter und seine Mitarbeiter fiir das Invertin die 
Unabhangigkeit der Aktivitét von der Verteilung feststellen, 
so nimmt mich dies nach dem soeben Gesagten nicht wunder. 
Ist jedoch die Fermentwirkung an ein polydisperses Kolloid, 
wie es das Phosphorprotein der Hefe und des Pankreas- 
preBsafts vorstellt, gebunden, so ist a priori eine starke Ab- 
hingigkeit der Aktivitait von der Verteilung zu erwarten, was 
auch meinerseits experimentell hinlinglich bekraftigt wurde. 
Bis heute besteht keine Veranlassung, dieses Phosphorprotein 
als ,,accessorisch“ hinzustellen; aber selbst fiir den Fall, dai 
dies zutreffen sollte, bleiben die Aktivitit und der Dispersitits- 
grad, bzw. Hydratisierungszustand dieses Kolloids im engen 
Zusammenhange. 

Ebenso finde ich die Betonung des Umstandes, daf die 
Reinigung des Invertins durch Adsorptionsverfahren auf mit 
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meinen Ansichten entgegengesetzten T'atsachen beruht, nicht 
richtig. Selbst fiir ein polydispers geartetes Kolloid besteht 
die Méglichkeit, adsorbiert und von der adsorbierenden Ober- 
flache wieder in reversibler Weise verdringt (die Autoren nennen 
diese Verdriingung ,,Elution“) zu werden, geschweige denn fir 
das weit weniger empfindliche Invertin. 

Dem Skeptiker erschlieBft sich freilich selbst angesichts 
der Willstatterschen Befunde immer noch ein weites Feld, 
welches er so lange nicht riumen wird, als die Substanz 
Invertin chemisch und strukturell nicht restlos definierbar ist, 
ja noch weiter, solange seine Synthese mit aktiven Higen- 
schaften des Produkts nicht gelingt. Solange aber die Invertin- 
wirkung an einen Stoff gebunden bleibt, dem_,,hartnickige« 
accessorische Begleiter anhaften, die mit eluiert werden, kann 
yon einer wahren ,,Reindarstellung’ keine Rede sein. Der 
yon Willstatter und seinen Mitarbeitern erwiihnte Umstand, 
daB das Invertin je reiner, desto unbestindiger wird, lift 
vorderhand noch Zweitel dariiber aufkommen, ob ein absolut 
reines Invertin ohne Begleiter iiberhaupt méglich ist. Wenn 
es dem aber so ist, bleibt noch abzuwarten, was die Begriffe 
,accessorisch* bzw. ,nichtaccessorisch“ zu bedeuten haben. 
Dem Invertin haften heute noch Fremdstoffe an, z. T. phosphor- 
haltige, z. T. Reste von Hefegummi, vielleicht auch andere. 
‘Trachtet man sie mehr und mehr zu entfernen, so verschwindet 
Invertin, d. h. es wird ,zerstért“. Sind nun diese Begleiter 
deswegen als ,,accessorisch“ anzusprechen, weil sie als Triger 
der Jnvertinwirkung zwar unentbehrlich, untereinander aber 
austauschbar sind, so ist hier der Begriff ,accessorisch* wohl 
zu unterscheiden und auseinander zu halten von irrelevanten 
Zufallsstoffen, die mit der Fermentwirkung nichts zu tun haben. 
Und schlieBlich: ist die allerletzte nachweisbare Materie nicht 
gleichfalls accessorisch? 

Was auch die kiinftige Forschung ergeben diirfte, die 
Kolloidchemie und Fermentchemie bleiben in der Folge 
assoziiert, eine Orientierung, die durch kinetische Berechnungen 
und Messungen begann und durch die moderne Kolloidchemie 
unter Zuhilfenahme der Strukturlehre vollendet wird. Den 
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Schwerpunkt der Fermentforschung stellt jedoch nach 
wie vor das Problem der Aktivierung der hydrolytisch 
oder oxydoreduzierend wirksamen Elemente des 
Wassers vor, und diese Seite der Frage ist an sich rein 
kolloidchemisch, bzw. im weiteren Sinne physikalischchemisch. 
Aus der sehr wohl aufgeklirten Strukturformel der Chlor- 
wasserstoffsiure oder Schwefelsiure gelang es noch nicht, das 
Wesen der Wasserstoffionenkatalysen zu erkennen, und so 
diirften wir auch durch Entdeckung der ,aktiven Gruppen“ 
allein schwerlich das Wesen der Wasseraktivierung verstehen 
lernen. Wohl aber wird uns das Studium des Hydratisie- 
rungszustands der an der Fermentwirkung beteiligten Kolloid- 
stoffe einschlieBlich der im oben erwihnten Sinne verstandenen 
,accessorischen* Substanzen zum Ziele bringen?) und gleich- 
zeitig diirfte sich hier die Eingangspforte fiir das Verstindnis 
der Wasserstoffionenkatalysen betinden, da wir auf dem Gebiete 
der Kolloide die Materie in konkreterer Form fassen kénnen 
als dies in verdiinnten Lésungen der Fall ist. 





') Vgl. A. Fodor, Kolloid-Zs. Bd. 31, S. 279 (1922), Vortrag an- 
liBlich der Griindung der Kolloidgesellschaft im September 1922 zu 
Leipzig. 











Uber die Lisung von Gallensteinen. 


Von 


Dr. med. Anne Rosin, chem. Assistentin am Pathologischen Institut 
der Universitit Freiburg i. B. 


Mit einer Tafel. 





(Aus dem Chemischen und Pathologischen Institut der Universitat Freiburg i. B. 
Direktoren: Prof. Wieland und Prof. L. Aschoff.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1922. 


Seit vielen Jahren ist es eine bekannte 'atsache, dab 
menschliche Gallensteine, in die Gallenblase des Hundes ein- 
gebracht, dort aufgelést werden. Diesbeziigliche Versuche sind 
von Naunyn in Gemeinschaft mit Labes ausgefiihrt worden. 
Naunyn beobachtete bei einem reinen Cholesterinstein vom 
Gewicht von 0,365 g in 2 Monaten eine Abnahme von 0,277 g, 
bei einem Kombinationsstein, der anfangs 0,257 g wog, die Ab- 
nahme von 0,172 g. Kleine Steinchen von 0,081 und 0,048 g 
wurden vollstiindig aufgelést. 

Hansemann konnte bei den gleichen Versuchen eine 
Abnahme der Steine von etwa 10—15 mg pro Tag beobachten. 

Glaessner stellte auBer der auch von anderen Autoren 
nachgewiesenen Abnahme der Steine fest, da Cholesterin- 
fiitterung nach keiner Richtung einen EinfluB auf das Lésungs- 
vermégen der Galle hatte. Bei Verfiitterung von taglich 0,25 ¢ 
Glykokoll beobachtete er nach 28 Tagen bei einem Stein von 
0,3513 g Gewicht die Abnahme von 0,0812 g. Bei einem anderen 
Versuchstier, das er taglich anstatt mit Glykokoll mit 0,25 ¢ 
Cystin fiitterte, war nach 28 Tagen ein Stein vom Gewicht von 
0,2943 g véllig verschwunden. Daraus schlieBt er, daB Cystin, das 
wie Neuberg und Friedmann gezeigt haben, im Tierkérper 
in Taurin umgewandelt wird, die Lésungsfihigkeit der Galle 
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steigert. Danach muBte man annehmen, daB Taurocholsdure 
ein gréBeres Lésungsvermégen besitzt als Glykocholsdure, eine 
Annahme, die ich, wie die folgenden Versuche zeigen, nicht 
bestiitigen kann. 

Soweit die Versuche in vivo. 

Wie sich diese Vorginge in vitro abspielen und wie sich 
die Galle des Menschen zu der verschiedener Tiere verhilt, 
zeigen folgende Beobachtungen: 

Loewy und Glaser stellten fest, daf von menschlicher 
Fistelgalle und zwar von 365 ccm in 27 Stunden 0,0055 g pulve- 
risierte Gallensteinsubstanz gelést wird. Galle von einem 
nieren- und leberkranken Hund ergab eine Gewichtszunahme 
des Steinpulvers. 

Die eingehendsten Beobachtungen sind in dieser Richtung 
von Aoyama gemacht. Er fand, da8 menschliche Gallensteine 
auBer in der Gallenblase vom Hund auch in der von Katze 
und Kaninchen aufgelést werden. Ferner machte er Versuche 
mit Menschengalle und Rindergalle in vitro, die zeigten, daB 
menschliche Gallensteine in Rindergalle an Gewicht verloren, 
dagegen in Fistelgalle von an Cholecystitis operierten Patienten 
zunahmen. Dieselben Steine wieder in Rindergalle gebracht 
verloren an Gewicht. 

Im AnschluB an diese Versuche und angeregt durch die 
Arbeiten von Wieland und Sorge, die zeigen, daB der Des- 
oxycholsiure eine hohe biologische Bedeutung dadurch zu- 
kommt, daB sie mit Cholesterin, Fettsiiuren und anderen 
wasserunléslichen Substanzen wasserlésliche Verbindungen ein- 
gehen kann, habe ich es mir zur Aufgabe gemacht, die ver- 
schiedenen Gallensiuren auf ihr Liésungsvermégen gegeniiber 
Gallensteinen zu priifen. 

Zu diesem Zweck wurde ein reiner Cholesterinstein und 
ein Cholesterinpigmentkalkstein bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet, gewogen und in 50 ccm einer 5°/, igen Lésung des 
gallensauren Salzes in Wasser gelegt. Nach Herausnahme aus 
der Lésung wurden die Steine noch fiir 48 Stunden in destil- 
liertes Wasser gelegt, wieder bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und gewogen. Von gallensauren Salzen wurden nach- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIV. 19 
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einander gepriift: Na-Desoxycholat, Na-Taurocholat, Na-Cholat, 
Na-Glykocholat und nochmals Na-Desoxycholat. Die Ergebnisse 
lassen sich aus folgender Tabelle erkennen. 








Abnahme pro Tag und pro Gewichtsprozent. 























Lésungsmittel Cholesterinstein | Chol.-Pigm.-K.-Stein 
Na-Desoxycholat. . . . 0,21°/, 0,46°/° 
Na-Taurocholat ... . 0,03 0,04 
ek cs Pes 0,05 0,12 
Na-Glykocholat . . . . 0,05 0,18 
Na-Desoxycholat. . . . 0,17 0,35 








Aus der Tabelle geht deutlich hervor, daB das 
Salz der Desoxycholséure ein bedeutend gréBeres 
Lésungsvermégen besitzt als die Na-Salze der anderen 
Gallensiuren. 

Morphologische, durch den Lésungsvorgang hervorgerufene 
Verainderungen lieBen sich an dem reinen Cholesterinstein 
nicht erkennen, dagegen zerbrach der Cholesterinpigmentkalkstein 
nach dem 4. Versuch in zwei Hialften, wie die Abbildung zeigt. 

Da8 Bruchteile von Gallensteinen, die auf eine spontane 
Auflésung hinweisen, auch in der menschlichen Gallenblase 
vorkommen, zeigen die Arbeiten von Hansemann und 
Hedinger. 

Belege. 

1. Versuch. Lésung: 50 cem einer 5°%/,igen Lésung von Na- 

Desoxycholat in dest. Wasser. Versuchsdauer: 22 Tage. 








Anfangsgewicht des Cholesterinsteins . . . . . 0,8566¢ 
Gewicht nach dem Versuch. . ..... . . O0,8151g 
Abuahme in -22Tagen. . . 2. - 42s 2 ss -' OMB 
- ~ es 6 ee oe ie a © oo oe 
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Anfangsgewicht des Cholesterinpigmentkalksteins . 0,9222 g 
Gewicht nach dem Versuch . . . .... . . 0,8284¢ 
Abnahme in 22 Tagen. .......~. ~~. ~~ 0,0938 g 
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2. Versuch. Lésung: 50 cem einer 5°/, igen Lésung von Na- 


Taurocholat in dest. Wasser. Versuchsdauer: 30 Tage. 
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Anfangsgewicht des Cholesterinsteins - ba > ie 
Gewicht nach dem Versuch. . . . . . . . . 0,8080¢ 
Abnahme in 30 Tagen Piles Marae ad am eed . 0,0071 a 
ee 
, Tag. 2. 2 ess ee. Se 
eo ee 
Anfangsgewicht des Cholesterinpigmentkalksteins . 0,8284 g 
Gewicht nach dem Versuch. . . . . . . . . 0,8185¢ 
Abnahme in 80 Tagen. . . . . Pte e eee 0,0099 g 
OTM ee eee es ee 
ae a 
a a a 

















3. Versuch. Lésung: 50 cem einer 5°/,igen Lésung von Na- 
Cholat in dest. Wasser. Versuchsdauer: 35 Tage. 
Anfangsgewicht des Cholesterinsteins . . . . . 0,8080¢ 
Gewicht nach dem Versuch. . . ... . . . 0,7922¢ 
Abnahme in 35 Tagen. . . . . .... . . 0,0168¢ 
?. ee ee 
os ee: 

" le ee ee hl 
Anfangsgewicht des Cholesterinpigmentkalksteins . 0,8185 g 
Gewicht nach dem Versuch. . ..... . . O,7888g 
Abnahme in 85 Tagen. . . ..... =... - 00347 ¢g 
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4. Versuch. Lésung: 50 ecm einer 5°/,igen Lésung von Na- 


Glykocholat in dest. Wasser. Versuchsdauer: 20 Tage. 








Anfangsgewicht des Cholesterinsteins . . . . . 0,7922¢ 
Gewicht nach dem Versuch. . . .... . . O,7841g 
Abnahme in 20 Tagen. . ..... =. . . . 0,0081 g 
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Anfangsgewicht des Cholesterinpigmentkalksteins . 0,7838 g 
Gewicht nach dem Versuch. ..... . . . O0,7668¢ 








Aboahme in 20 Tage. . . i + s ss « + » ORIG 
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5. Versuch. Lésung: 50 cem einer 5°/,igen Lésung von 
Desoxycholat in dest. Wasser. Versuchsdauer: 38 Tage. 


Anfangsgewicht des Cholesterinsteins . . . . . 0,7722¢ 
Gewicht nach dem Versuch. . .... . . . 0,7223g 





Na- 





Abnahbme in 86'Tagen. ......+ -~. . « 0,0499¢ 
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Anfangsgewicht des Cholesterinpigmentkalksteins 
a ern ae eee 
Gewicht nach dem Versuch. . ..... . . 0,5070g 





Abnahme in 88 Tagen. .......-. + . 0,0804¢ 
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Ein Beitrag zur Tryptophan-Aldehyd-Reaktion. 


Von 
Ernst Komm und Eberhard Bohringer. 





‘(Aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und G&rungschemie der Technischen Hoch- 
schule Dresden. Vorstand: Prof. Dr. A. Heiduschka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, November 1922.) 


Zum Nachweis des Tryptophans sind verschiedene Methoden 
ausgearbeitet worden, von denen eine Anzahl auf der Trypto- 
phan-Aldehyd-Reaktion beruhen. In ihren verschiedenen Modi- 
fikationen der Ausfiihrung besteht diese Reaktion im wesent- 
lichen aus einer Farbstoffbildung, die nach der allgemeinen 
Annahme wahrscheinlich durch eine Kondensation des Trypto- 
phan-Indolringes mit einem Aldehyd oder dessen Oxydations- 
produkten hervorgerufen wird. 

Die wohl bekannteste und auch Alteste Reaktion dieser 
Art ist die von Adamkiewicz?) beschriebene Farbenreaktion 
auf EiweiB. (Violettfarbung von in Eisessig geléstem Hiweif 
bei Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure.) Hopkins und 
Cole?) bewiesen, daB diese Reaktion auf einer Verbindung des 
EiweiB mit der in der Essigsiure vorhandenen Glyoxylsiure 
beruht, und Cole’) zeigte in einer spiateren Arbeit, daB diese 
Farbstoffbildung nur entsteht, wenn der EiweiBkérper die 
Tryptophangruppe enthilt. Gleichzeitig stellte er fest, daB der 
im Tryptophan vorhandene Indolring der reagierende Faktor 
ist, da er mit Indol und Skatol mittels Glyoxylsiure ahnliche 





) A. Adamkiewicz, Pfliigers Arch. Bd. 9, S. 156 (1874). 

*) Hopkins u. Cole, Proc. Roy. Soc. Bd. 68, S. 21 (1901). 

*) Hopkins u. Cole, Journ. Physiol. Bd. 27, S. 418 (1902); Ebenda 
Bd. 29, S. 451 (1903). 
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Farbbildungen erhalten konnte. Die Adamkiewiczsche 
Reaktion wurde von H. Fasal!) spater zur kolorimetrischen 
Tryptophanbestimmung benutzt. 

Von verschiedenen Autoren sind dann ihnliche Farben- 
reaktionen ausgearbeitet worden, die auf der Anwesenheit des 
Tryptophans und eines Aldehyds beruhen. So _ beschrieb 
Liebermann?) eine schéne Blaufarbung von mit Alkohol und 
Ather vorbehandelten EiweiBkérpern, welche er mit konzen- 
trierter Salzsiure kochte. Reichl*) erhielt eine gleiche Far- 
bung, wenn er in 50 °/, iger Schwefelsiure geléstes KiweiB mit 
Benzaldehyd und einem Tropfen Eisenchloridlésung erhitzte- 
Cole‘) erkannte beide als Tryptophan-Reaktionen. Der 
Benzaldehyd der Reichlschen Probe laBt sich durch Salicyl- 
aldehyd, Vanillin, Furfurol oder Cumarin ersetzen. Hehner') 
beschrieb eine sehr empfindliche Probe auf Formaldehyd in 
der Milch. Er unterschichtete Milch bei Gegenwart oxydierender 
Agenzien mit konzentrierter Schwefelsiure und erhielt bei An- 
wesenheit von Formaldehyd an der Berihrungsstelle einen 
violetten Ring. Rosenheim®) bewies dann, daB diese Farb- 
bildung von der Gegenwart des Tryptophans abhangt und 
reihte damit die Hehner sche Probe in die Tryptophan-Aldehyd- 
Reaktionen ein. Heimrod und Levene’) dnderten die 
Hehnersche Probe ab, indem sie zu einer Tryptophanlésung 
auBer dem Oxydationsmittel (FeCl,) noch Phosphorsiure hinzu- 
fiigten und dann mit konzentrierter Schwefelsiure unter- 
schichteten. In dieser Weise untersuchten sie zahlreiche alli- 
phatische und aromatische Aldehyde mit positivem Erfolg. 

Erwin Rohde®) beschreibt eine KiweiBfarbreaktion mit 





1) H. Fasal, Biochem. Zs. Bd. 44, S. 392 (1912). 

®) Liebermann, Jahresber. f. Tierchemie Bd. 17, S. 8 (1887). 

8) Reichl, Mon.-H. f. Chemie Bd. 10, S. 317 (1889); Bd. 11, 8. 155 
(1890). 

*) Cole, J. of Physiol. Bd. 30, S. 311 (1904). 

5) Hehner, The Analyst Bd. 21, S. 94 (1896). 

6) Rosenheim, Chem. Zbl. Bd. I, S. 1809 (1907). 

7) G. W.Heimrod u. P. A. Levene, Biochem. Zs. Bd. 25, 8. 18 
(1910). 

8) E. Rohde, Diese Zs. Bd. 44, S. 161 (1905). 
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p-Dimethylaminobenzaldehyd, Vanillin und p-Nitrobenzaldehyd, 
die auf die Anwesenheit des Tryptophans zuriickzufihren ist. 
Er versetzte eine HiweiBlésung bzw. -aufschwemmung in Wasser 
mit einer bestimmten Menge des Reagens und fiigte unter 
haufigem Umschiitteln konzentrierte Schwefelsiure bis zum 
Auftreten der Farbe hinzu. Er untersuchte gleichzeitig Alde- 
hyde der aliphatischen Reihe und stellte fest, daB Form-, Acet-, 
Propyl- und Butylaldehyd nicht zur Farbenbildung mit dem 
KiweiB fiihren. Citral und Furfurol gaben nur gelbe Farbungen, 
dagegen konnte er mit den untersuchten aromatischen Alde- 
hyden Salicylaldehyd, Zimtaldehyd, Gentisinaldehyd, Amido- 
benzaldehyd und Hadromal griine, blaue und rote Firbungen 
erhalten, die er jedoch durchweg als schmutzig und triibe be- 
zeichnet. F. A. Steensma!) modifiziert diese Methode insofern 
als er nach dem Auftreten der Rohdeschen Farbreaktionen 
dem Gemisch noch einige Tropfen Natriumnitritlésung hinzu- 
fiigt und dann aus der roten Fiarbung eine intensiv blaue 
Farbe bekommt. 

Voisenet”) gab zum Nachweis von Formaldehyd und 
salpetriger Saure in Lebensmitteln eine blauviolette Farbreaktion 
an, die eintritt, wenn man Eiwei8 in wiBriger Lisung oder 
Suspension bei Gegenwart von minimalen Mengen Formaldehyd 
mit sehr schwach nitrithaltiger konzentrierter Salzsiure ver- 
setzt. Mit Hilfe dieser Voisenetschen Reaktion ist in 
neuester Zeit von O. Fiirth und seinen Mitarbeitern E. Nobel?) 
und Fr. Lieben‘) ein colorimetrisches Verfahren zur Trypto- 
phanbestimmung ausgearbeitet und zum quantitativen Nachweis 
dieser Aminosiure in den verschiedensten EKiweiBkérpern be- 
nutzt worden. 

Bei dem Arbeiten mit diesem kolorimetrischen Verfahren 


und anderen Tryptophanbestimmungsmethoden gelangten wir 
zu einer neuen Modifikation der Tryptophan-Aldehyd-Reaktion 
Wir erhielten sehr schine, charakteristische Blauviolettfarbungen, 


1) F. A. Steensma, Diese Zs. Bd. 47, S. 25 (1906). 
*) E. Voisinet, Bull. Soc. chim. France (3) Bd. 33, S. 1198 (1905). 
3) O. Firth u. E. Nobel, Biochem. Zs. Bd. 109, S. 103 (1920). 

‘) O. Firth u. Fr. Lieben, Ebenda Bd. 109, S. 124 (1920). 
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wenn wir eine Tryptophanlésung oder EiweiBlésung bzw. 
-suspension in Wasser mit einer Salzsiure (15 °/,) versetzten, 
die Spuren Formaldehyd enthielt und dann vorsichtig unter 
Umschiitteln konzentrierte Schwefelsiure hinzuflieBen lieBen, bis 
unter eintretender Erwirmung des Gemisches gasfiérmige Salz- 
siure entwich, und dabei die Farbe auftrat. Wir gebrauchten also 
im Gegensatz zu den anderen Autoren kein oxydierendes Agenz, 
um die Fiarbungen zu erhalten. Ein Auftreten von freiem 
Chlor (entstanden aus der Salzsaéure) war mit Jodkaliumstiirke- 
papier nicht nachzuweisen und auch nicht wahrscheinlich, da 
wir verdiinnte Salzsiure anwandten. 

Eine schwach rote Farbung erhielten wir bereits beim 
langeren Erhitzen einer Tryptophanlésung zum Sieden mit der 
formaldehydhaltigen Salzsiure. Versetzten wir eine Tryptophan- 
lésung, die Spuren von Formaldehyd enthielt, nur mit konzen- 
trierter Schwefelsture, so bemerkten wir eine schwache, 
schmutzig aussehende schwarzblaue Farbung. 

Wir versuchten nun diese Reaktion — mit formaldehyd- 
haltiger Salzsiure und konzentrierter Schwefelsiure — zur 
colorimetrischen Tryptophanbestimmung zu benutzen, da sie im 
Vergleich mit anderen Bestimmungsmethoden, z. B. der von 
Firth und seinen Mitarbeitern Nobel und Lieben!) aus- 
gearbeiteten, verhaltnismaBig einfacher durchzufihren ist, und 
priiften sie auf ihre EKignung dazu. Die dahin angestellten 
Versuche werden im folgenden kurz beschrieben. 

a) EKindeutigkeit der Reaktion. Eine besonders ein- 
gehende Priifung in dieser Richtung vorzunehmen, erschien 
nicht als unbedingt erforderlich, da es ja bereits vielfach be- 
wiesen ist, da diese KiweiB-Aldehyd-Reaktionen spezifisch fiir 
die Tryptophangruppe des EiweiBmolekiils ist. Wir priiften 
daher nur je eine der aliphatischen und aromatischen Amino- 
siuren (Glykokoll und Tyrosin) und erhielten einen negativen 
Ausfall der Reaktion. Ebenfalls war mit Gelatinelésung keine 
Farbreaktion zu erhalten. 

b) EinfluB der Konzentration der beteiligten 
Agenzien auf die Intensitat der Farbbildung. Schon 
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aus den Vorversuchen ergab sich, daB die Farbbildung nur 
unter bestimmten Bedingungen eintrat und ihr Maximum er- 
reichte. Ganz besonders wirkte ein Zuviel an Formaldehyd 
storend. Die Reaktion trat in diesem Falle nicht ein; die 
Flissigkeit farbte sich nur braungelb. Ebenfalls waren bereits 
mit bloBem Auge Unterschiede in der Intensitaét der Farbe 
bemerkbar bei Variationen der Salzsiurekonzentration und der 
Menge der zugesetzten konzentrierten Schwefelsiure. Diese 
Verhiltnisse wurden eingehend untersucht, und es wurde fest- 
gestellt, da8 zur Erreichung der gré8ten Farbstirke als ge- 
eignetste eine 15°/, ige Salzséure notwendig ist, die in 500 ccm 
6ccm einer 0,1°/,igen Formaldehydlésung enthalt. Wir be- 
reiteten uns eine diesen Bedingungen entsprechende Salzsiure, 
die wir fiir alle folgenden Versuche benutzten. Die Versuchs- 
anordnung ist am giinstigsten, wenn z. B. 5 ccm dieser Salz- 
siure mit der gleichen Anzahl ccm einer Tryptophan- oder 
KiweiBlésung (bzw. -suspension) in Wasser versetzt werden, und 
man zu diesem Gemisch 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure 
(96 °/,) zuflieBen laBt. Durch vorsichtiges Umschwenken wird 
dann die unterschichtete Schwefelsiure allmahlich auf die ge- 
samte Fliissigkeit verteilt und so lange weitergeschiittelt, bis 
keine gasférmige Salzsiure mehr entweicht. Das Maximum 
der Farbe ist auf Grund unserer Erfahrungen nach Abkiihlen 
erreicht. 

c) Empfindlichkeit der Reaktion. Die Empfindlich- 
keit der Reaktion ist im Vergleich zu derjenigen der von 
Firth und Lieben  beschriebenen Voisenetschen etwas 
gréBer. Kine Tryptophanlésung von der Starke 1: 75000 gibt 
noch eine sehr gute Farbreaktion, eine solche von 1:125000 
eine deutlich sichtbare, und bei einer von 1:175000 ist die 
eintretende Reaktion noch schwach erkennbar. 

d) Der Farbenton. Wie bei der Voisenetschen Re- 
aktion wechselt der Farbton zwischen einem Violett mit vor- 
herrschendem Rot bis Blau. Die colorimetrischen Bestimmungen 
stérte dieser Farbwechsel jedoch kaum, da er sich in fast 
allen Fallen durch Einschalten von Griin- bzw. anderen Glas- 
filtern in das Gesichtsfeld gut beheben lieB. 
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e) Die Reaktion stérende Stoffe. AuBer den unter b) 
genannten wirken besonders noch die Linfliisse stirkerer 
Oxydations- und Reduktionsmittel stérend auf die Reaktion 
ein. Der Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd (ausgenommen in 
minimalen Mengen) oder von Zinkstaub verhindert das Ein- 
treten der Reaktion, und gibt man diese Stoffe zu einer 
fertigen Probe, so zerstéren sie die Farbe vollstindig. 

f) Proportionalititsprifung. Es war — wie bei 
allen derartigen Versuchen — fiir die Brauchbarkeit der Re- 
aktion entscheidend, daB mit den verschiedenen Konzentrationen 
der zu bestimmenden Tryptophanmenge die Intensitat der 
Farbenbildung proportional zu- bzw. abnimmt. Um dieses zu 
ergriinden, stellten wir mehrere Versuche an, bei denen wir 
Lésungen von bekanntem wechselndem Tryptophangehalt mit 
einer als Standard hergestellten Tryptophanlésung verglichen. 
Die Versuche wurden in einem Dubosqcolorimeter ausgefiihrt. 
Die Versuchsanordnung war wie unter b) beschrieben (5 ccm 
Tryptophanlésung + 5 ccm formaldehydhaltiger 15°/, iger Salz- 
siure + 10 ccm konzentrierte Schwefelsiure). Wir berechneten 
den Fehler prozentual auf das zu erwartende Resultat und 
bezeichneten ihn, je nachdem er dariiber oder darunter lag, 
mit dem Vorzeichen plus bzw. minus. In den angestellten 
Versuchsreihen erhielten wir folgende Fehler: + 1,8, — 11, 
— 4,0, + 3,0, + 2,0, — 2,8, + 6,0, + 0,0, — 2,0°/,. Daraus 
ist zu ersehen, daB sich die Fehlergrenze im Mittel um 2—4°/, 
herum bewegt und 10°/, selten iiberschreitet. Die Proportio- 
nalitit kann man auf Grund dieser Zahlen als vollkommen 
hinreichend bezeichnen. 

Es galt noch festzustellen, ob die Tryptophanbestimmung 
in den Proteinen durch die Gegenwart der letzteren irgendwie 
beeinfluBt sein kénnte. Diese Priifung fihrten wir wie Firth 
und Lieben aus, indem wir zu einer reinen Gelatinelésung — 
die keine Reaktion gab — eine bekannte Tryptophanmenge 
hinzufiigten und dann im Colorimeter mit der Tryptophan- 
standardlésung unter Kinhaltung der beschriebenen Versuchs- 
anordnung verglichen. Wir fanden folgende Fehler in Pro- 
zenten wie vorhin berechnet: — 4,4, — 4,0, —3,1, — 4,8, 

































































+24, —5,7, + 3,8, + 48°). 
Bestimmung liegt wie bei den vorigen Versuchsreihen bei etwa 
2—4°/,, mithin wirkt die Gegenwart von EiweiBkérpern auf 
die Tryptophanbestimmung keineswegs stérend ein. 

g) Die Haltbarkeit der Farbenreaktion. Von Inter- 
esse war es zu untersuchen, ob die Farbenintensitat sich nach 
Ks wurden in der beschriebenen 
Weise zwei Reaktionen mit der gleichen Tryptophanmenge 
angestellt und im Colorimeter verglichen. 
fehler waren bei 5 Ablesungen: + 3,0, — 4,0, + 2,0, + 2,5 
und — 1,8°/,. Diese fertigen Reaktionen wurden dann in deu 
verschlossenen Colorimetercuvetten aufbewahrt und in mehreren 
Zeitabstinden mit neu angestellten Reaktionen verglichen. 
Als Endresultate erhielten wir nach 24 stiindigem Stehen bei 
5 Ablesungen Bestimmungsfehler von — 2,0, — 2,3, — 0,8, 
+ 1,8, + 4,6°/,. Da die Bestimmungsfehler beim Vergleichen 
dieser 24 Stunden alten Reaktionen mit der neu angestellten 
Probe sich — wie aus obigen Angaben ersichtlich — in den- 
selben Grenzen bewegen wie die bei den ersten Vergleichen 
ermittelten Fehler, hat sich also die Intensitit der Farbe 
innerhalb dieser Zeit nicht verindert. 

Diese in den vorstehenden Versuchsreihen a) bis g) er- 
haltenen Resultate lassen die Reaktion als gut verwendbar 
zur colorimetrischen Tryptophanbestimmung in Proteinen er- 
Wir haben nun noch eine direkte Tryptophan- 
bestimmung in 2 Kiweibkérpern — dem Casein aus Kuhmilch 
und dem Wittepepton — vorgenommen und geben diese nach- 
stehend wieder. 

Anwendung der Reaktion zur colorimetrischen 
Tryptophanbestimmung 
wurden in die Colorimetercuvetten eingewogen. 
der Kinwage war so gewahlt, daB der (nach vorliegenden Ana- 
lysenergebnissen anderer Autoren) angenommene Tryptophan- 
gehalt der eingewogenen Menge ungefihr dem Gehalt der 
verwendeten Kubikzentimeter Standardlésung an Tryptophan 
entsprach. Die Kinwage wurde in 5 ccm Wasser geldést bzw. 
aufgeschwemmt, dazu 5 ccm formaldehydhaltige Salzsiure zu- 


langerer Zeit verandert. 


scheinen. 
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gesetzt. und das Ganze dann mit 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure unterschichtet und durchgeschiittelt. Das nur suspendierte 
(ungeléste) Eiwei8 geht durch die Wirkung der konzentrierten 
Schwefelsiure vollstandig in Lésung, und es ist durch diesen 
Umstand méglich, selbst in schwerer léslichen EiweiBkérpern 
ohne vorherigen Aufschlu8 direkt das Tryptophan quantitativ 
zu bestimmen. Als Standard benutzten wir eine Tryptophan- 
lésung') bestimmten Gehalts, mit der wir die Reaktion in der 
beschriebenen Weise anstellten. Die Berechnung des Trypto- 
phangehalts des colorimetrierten Proteins geschah in der 
iiblichen Art. 
1. Casein aus Kuhmilch. 
0,0169 g reines Casein enthielten 0,00039425 g = 2,3°/, Tryptophan. 
0,0168 g des gleichen Caseins enthielten 0,00037050 g 
= 2,2°/, Tryptophan. 
2. Wittepepton. 

0,0044 g Wittepepton enthielten 0,00023362 g =5,3°/, Tryptophan. 

0,0196 g 9 99 0,00103312 g =5,27°/, ” 

Die Werte fir den Tryptophangehalt beider Proteine 
stimmen mit den von Fiirth, Nobel und Lieben mit Hilfe 
der Voisenetschen Reaktion ermittelten — fiir Casein 2,2°/,, 
fiir Wittepepton 5,3°/, — sehr gut tiberein. Dieses Ergebnis 
ist ein weiteres Argument fir die gute Verwendbarkeit der 
Reaktion zur Colorimetrie. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine neue Modifikation der Tryptophan- 
Aldehyd-Reaktion beschrieben. 

2. Die Reaktion eignet sich auf Grund der charakte- 
ristischen Farbenbildung und der zur Priifung in dieser Rich- 
tung angestellten Versuche zur colorimetrischen 'Tryptophan- 
bestimmung in Proteinen. 





1) Reines Tryptophan hatten wir uns selber aus Casein dargestellt. 











Zu Rosin, Uber die Lisung von Gallensteinen. 
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